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(57) Abstract: The invention relates to a pyrF gene and to the utilization thereof as selection marker gene for an expression system 
for the production of proteins in mushrooms of the genus Trametes, Coriolus or Polyporus. The pyrF gene is characterized in that 
it comprises DNS sequence SEQ ID NO:l from position 1 133 up to and including position 1877 or DNS sequence SEQ ID NO:2 
from position 1 up to and including position 684 or a DNS sequence with a sequence homology greater than 60 % relative to the 
above-mentioned regions of sequence SEQ ID NO: 1 or SEQ ID NO:2. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betriffi ein pyrF-Gen und seine Venvendung als Selekiionsmarkergen fur em Expressi- 
onssystem zur Production von Proieinen in Pilzen der Gattungen Trametes, Conoius oder Polyporus. Das pyrF-Gen ist dadurch 
gekennzeichnet, daB es die DNS-Sequenz SEQ ID NO: 1 ab Position 1 i 33 bis einschlieBlich Position 1 877 umfafit oder die DNS-Se- 
quenz SEQ ID NO:2 ab Position 1 bis einschlieBlich Position 684 umfaBt oder eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie 
groBer als 60 °Ic zu den genannten Bereichen der DNS-Sequenz SEQ ID NO:l. oder SEQ ID NO:2 umfassL 
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pyrF Gen und seine Ver wen dung 

Die Erfindung betrifft ein pyrF-Gen und seine Verwendung ais 
Selekt ionsmarkergen fur ein Expressionssystem zur Produktion 
5 von Proteinen in Pilzen der Gattungen Trametes, Coriolus oder 
Polyporus . 



Zur Proteinprodukt ion sind verschiedene prokaryont ische und eu- 
karyontische Expressionssysteme bekannt. Die Anmeldung DE-A- 

10 19814853 beschreibt ausfiihrlich den diesbezuglichen Stand der 
Technik. DE-A-19814853 selbst offenbart ein Verfahren zur 
Transformation von filamentosen Pilzen aus den Gattungen Trame- 
tes und Polyporus, mit dem signifikant hohere Produkt ionsraten 
fur ein jeweils exprimiertes Protein erzielt werden kdnnen. Die 

15 Anmeldung offenbart Expressionsvektoren, die genetische Regula- 
tionselemente fur die Expression in filamentosen Pilzen der 
Klasse der Basidiomyceten enthalten. Sie erlauben bei Transfor- 
mation filamentoser Pilze der Klasse der Basidiomyceten die Se- 
lektion positiver Transformanten aufgrund der Komplementat ion 

20 eines auxotrophen Gendefekts. 

Der in DE-A-198 14853 of fenbarte Gendefekt betrifft das pyrG-Gen. 
Dieses Gen kodiert fur die Orot idin-5 * -Phosphat Decarboxylase. 
DE-A-19814853 of fenbarte ferner Stamme mit einem Defekt im pyrG- 
25 Gen, die auf Minima lmedium nur in Gegenwart von Uridin wachsen 
konnen (Uridin Auxotrophie) . Nach Transformation dieser Stamme 
mit DNS-Vektoren, die ein intaktes pyrG-Gen enthalten, wachsen 
die Uridin-auxotrophen Stamme wieder auf Minimalmedium ohne U- 
ridin (Uridin Protot rophie ) . 

30 

Uridin-auxotrophe Stamme werden nach dem Stand der Technik 
(Boeke et al., Methods Enzymol. (1987) 154, 164 - 175) durch 
Behandlung mit der genotoxischen Substanz 5-Fluor-Orot saure 
(FOA) isoliert. Bei der Behandlung mit FOA erzeugte Uridin- 
35 auxotrophe Stamme besitzen einen genetischen Defekt entweder im 
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pyrG-Ger; ooer im pyrF-Gen. Das py r r -Gen w :r : aucn ur a 5 -Gen ce- 
na-n;. Es Koaiert fur das Enzym Crotsaure-Pr.csph^rib^syi- 
transferase . 

5 Auch Uridin-auxotrcphe Basidic^ycetenstaT^e mi: ernem DefeK: im 
pyrF-Gen waren wert voile Gramme fur die Transformation zum 
ZwecK cier Froteinprcduktion, wenn das ir.takte pyrF-jen aus Ba- 
sidiomyceter. als Selektionsmarkergen fur cue effiziente Trans- 
formation zur Verfugung stande. PyrF-Gene smd aber rusher nur 

10 fur Prize aus der Klasse der Asoomyceten wie z. B. ?o do spur a 

anserina (Gene 5JB '1987), 201 - 209), Kiuy ver omyoes lactis (un- 
vercffentlicht, die DNS-Sequenz ist in der ( ,Genbank w Datenbank 
unter der Zugangsnummer kl j 00 135 3 . gb_p 1 aogeiegt) oder Yarrowia 
lipolytica ( M . Sanchez et al., Yeast 11 (1995), 425 - 433) be- 

15 schrieben wcrden. Dagegen sine keine pyrF-Gene von filament-- sen 
Pilzen aus der Klasse der Bas iaiomycet en wie z.B. der Gattungen 
Trametes, Ccriolus oder Polyporus bekannt. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, pyrF-Gene von 
20 filamentdsen Pilzen aus der Klasse der Bas i diomyceten zur Ver- 
fugung zu stellen. Diese Gene eignen sich zur Verwendung als 
Selektionsmar kergene fur die Transformation Ur idin-auxot ropher 
Stamme . 

25 Die vorliegende Erfindung betrifft eine DNS-Sequenz, die fur 
ein Protein mit Enzymaktivitat der Orot saure-Phosphor ibosyl- 
transferase (pyrF-Aktivitat ) kodiert, dadurzh gekennzeichnet , 
daft sie die chromosomaie DNS-Sequenz SEQ ID NO : 1 ab Position 
1133 bis einschlieSlich Position 1877 umfaF:t oder die cDNS- 

30 Sequenz SEQ ID NO : 2 ab Position 1 bis einschiiefilich Position 
68 4 umfaBt oder eine DNS-Sequenz mit emer Sequenzhomologi e 
grcfier als 60 % zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO:l oder SEQ ID NO: 2 
umf aftt . 

35 Bevorzugt ist eine DNS-Sequenz mit emer S e que n z homo log le gro- 
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fter als 70 % zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO: 2. 

In emer besonders bevorzugten Ausfuhrung umfalit die voriiegen- 
de Erf indung eine DNS-Sequenz mit emer Sequenzhomoloqie grower 
5 als 80 % zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO : 2 . 

In der vorliegenden Erfindung beziehen sich alle erwahnren Hc- 
mologiewerte auf Ergebnisse, die mi: dem Computerprogramrri "Wis- 
consin Package Version 9.1, Genetics Computer Group (GCG) , Ma- 

10 dison, Wisconsin" erhalten werden. Die Homologiebest immung er- 
folgr aurch eine Suche in der Darenbank mix: dem Unterprogramm 
"blast" und den voreingestellten Werten (Tref f erhauf igkeit 
10,0). Die ahnlichsren Sequenzen werden dann mit dem Unter- 
programm "gap" auf Homologie untersucht. Hierbei werden die 

15 voreingestellten Parameter "gap crearion penalty 50" und "gap 
extension penalty 3" verwendet, urn DNS-Sequenzen zu verglei- 
chen. Urn Aminosauresequenzen zu vergieichen, werden die vorein- 
gestellten Parameter „gap weight 8" und „length weight 2" ver- 
wendet . 

20 

Die erfindungsgemaBe DNS Sequenz SEQ ID NO:l von Position 1133 
bis einschliefilich Position 1225 und ab Position 1287 bis ein- 
schliefilich Position 1877, bzw. die davon abgeleitete cDNS- 
Sequenz SEQ ID NO: 2 von Position 1 bis einschliefilich Position 
25 684 kodiert fur ein Protein mit pyr F-Aktivitat . 

Die vorliegende Erfindung betrifft aaher auch ein Protein mit 
pyrF-Aktivitat , dadurch ge kennzeichner , daft es die Aminosaure- 
sequenz SEQ ID NO : 3 umfalit oder eine Aminosauresequenz mit ei~ 
30 ner Sequenzhomoloqie grower 60 % zur Aminosauresequenz SEQ ID 
NO: 3 umfalii:. 

Bevorzugt ist eine Aminosauresequenz mit emer Sequenzhomologie 
grofrer als 70 % zu der Aminosauresequenz SEQ ID NO: 3. 

35 
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Insbescndere bevorzug: in aer vcrliegenaen Erfindung is: eine 
Am i r. c s a u r e s e qu e n z mit einer Sequenzhcmciogie grower 80 * zu cier 
Ait. ir.cscurssccuer.z S E £ - j~* NC: 



Die DNS-Sequenz SEQ ID NC>:1 a: : 
Position 1286 ist ein Intron, -de 
translatiert wi rd . 



;iticr. 1226 icis einscr.^iei^; 
nicht in Aminosaureseauenz 



Die DNS-Sequenz SEQ ID NO : 1 gibz von Position 1 bis Position 
10 1132 die DNS Sequenz fur die Promote r region zur Transkr ipt ion 
des pyrF-Gens aus Tramtetes versicolor wieder. Diese Prcmotor- 
sequenz I a Jit sich gegen beliebige andere Promc tor sequenzen zur 
Transkr ipt ion aus t aus one n . 



15 Die erf indungsgemafle DNS-Sequenz lafit sich beispielsweise durch 
Klonierung aus dem Basidiomycet enstamm Trametes versicolor TV-1 
( hinter legt bei der DSM2 Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig unter der Nummer 
DSK 11523) erhalten. Dazu wird mittels an sich bekannter Metho- 

20 den eine Genbank von Trametes versicolor TV-1 erstellt. Es kann 
sich dabei um eine cDNS- oder um eine genomische Genbank han- 
deln . 



Zur Isolierung der er f indungsgemalien DNS-Sequenz in der Genbank 
25 werden DNS-Sonden verwendet, die pyr F-spezif ische DNS-Sequenzen 
enthalten. Solche DNS-Sonaen lassen sich beispielsweise mittels 
PCR-Reaktion unter Verwendung von DNS-Primern aus genomischer 
DNS von Trametes versicolor TV-1 gewinnen. 

30 Als Primer werden degenerierte DNS Abschnitte einer Lance von 
vorzugsweise 23 bis 26 bp verwendet, aeren Sequenz durch Se- 
quenzvergleich bekannter pyr r -Gene festgelegt wird. Die als 
Primer geeigneten DNS-Abschnitt e erhalt man vorzugsweise durch 
Oligonukleotidsynthese der festgeiegten DNS-Abschni tte . Die I- 

35 solation ernes erf indungsgemalien pyrF-Gens kann beispielsweise 
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wie in den Beispieien 1 ois 3 beschrieben erfolgen. 

Ein oerspielsweise cierart isoiiertes pyrF-Gen laftr sich mittels 
dem Fachmann bekannten Techniken wie beispielsweise der site 
5 directed Mutagenese an jeweils gewiinschter Position der Sequenz 
modif izieren . Daher ist auch eine DNS-Sequenz kodierend fur ein 
Protein mit pyrF-Aktivitat umfassend eine DNS-Sequenz mit einer 
Sequenzhomologie grower als 60 %, bevorzugt 70 %, besonders be- 
vorzugt 80% zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO: 2 ab Position 1 bis 
10 einschiiefilich Position 684 von der Erfindung umfasst. 

Zur Expression der erf indungsgemafien DNS wird diese in an sich 
bekannter Arz und Weise in einem Expressionsvektor kioniert, 
dieser das pyrF-Gen enthaltende Expressionsvektor in einen Mik- 
15 rocrganismus eingebracht und :n dem Mi kroorganismus exprimiert . 

Die Erfindung betrifft aaher auch einen Expressionsvektor der 
dadurch gekennzeichnet ist, daft er ein erf indungsgemaftes pyrF- 
Gen enthalt. 

20 

Die erf indungsgemafien Expressionsvektoren eignen sich insbe- 
sondere zur Expression von Genen die fur Proteine kodieren in 
einem Wirt sorganismus der Gatrung Trametes, Coriolus und Poly- 
porus. Unter Genen die fur Proteine kodieren sind im Sinne der 
25 Erfindung auch die von den S t rukturgcnen abgelei teten cDNS-Gene 
der Proteine zu verstehen. Bei den Proteinen kann es sich urn 
fur den Wirtsorganismus heterologe Proteine oder um fur den 
Wirtsorganismus homologe Proteine handeln. 

30 Der erf indungsgemafie Expressionsvektor enthalt somit vorzugs- 
weise auch mindesrens ein Gen, das fur ein zu expr imierendes 
Protein kodiert. 



35 



Besonders bevorzugr enthalt der erf indungsgemafie Expressions- 
vektor mindestens ein Gen, das fur ein hydrolyt isches Enzym 
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z.B. aus oer Gruppe der Cellulasen, Herlcellulasen una lipases 
caer aus der Gruppe aer Dxidc redukt asen wie z.B. den Lignin- 
peroxidasen, Manaanpercxidaser., laccaser., Cellccicse-Chmor.- 
Oxidc reductase oaer Cell :biose -Oxidase kodiert . 

Insbesondere bevorzugt enthal: cier erf mdungsgema^e Express!- 
onsvektor ein Gen fur eine Laccase. 

Bei dem er f indungsgemafaen Expressicnsvektcr kann es sicn um ein 
10 DNS-Konstrukt handein, aas in das Gen cm des Wirt sc rganismus in- 
tegriert und zusammen mit diesem repirziert wird. Alternativ 
kann es sich bei dem Expressionsvektor um ein aut oncm repli- 
zierendes DNS-Konstrukt hanaeln, das nicht in das Wirtsgenom 
mtegriert, wie z.B. ein Plasmid, ein artif izielles Chromosom 
15 oder ein vergleichbares extrachr omo s omales genetisches Element. 

Ein erfindungsgemafter Expressionsvektor sollte vorzugsweise 
auch folgende genetische Elemente enthalten: 

20 Einen Promoter, der die Expression eines proteinkodierenden 
Gens in dem Wirt sorganismus vermittelt. Es sollte sich dabei 
vorzugsweise um einen starken Promoter handeln, damit eine hohe 
Expressionsleistung gewahr leistet werden kann. Der Promotor ist 
vorzugsweise funktionell mit dem 5 1 -Er.de des zu expr imierenden 

25 Gens verkniipft. Der Promotor kann von dem zu expr imierenden Gen 
stammen oder es kann auch der Promotor eines fremden Gens ver- 
wendet werden. 

Vorzugsweise geeignete Promotoren sin j ausgewahlt aus der Grup- 
30 pe der in filamentdsen Pilzen der Plasse der Basidiomyceten ak- 
tiven Promotoren wie z. B. der GAPDH- Promo t or aus Trametes ver- 
sicolor, Promotoren fur Laccasegene aus Trametes versicolor o- 
der Polyporus pinsitus, der Promotor fur das Ornithin- 
Transcarbamoylasegen oder das GAPDH-Gen aus Coriolus hirsutus 
35 oder der GAPDH-Promotor aus Agaricus bisporus. 
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Besonders bevorzugt ist der GAPDH-Promoter aus Trametes versi- 
color. Dieser Promoter ist in DE - A -19814 8 53 Beispiei 5 unci DE- 
A-19814853, SEQ ID NO: 3, Base 1 - 1542 effenbart. 

Ferner sollten vorzugsweise fur den Wirt sorganismus passende 
Signale fur die Transkriptionstermination und in Eukaryonten 
zusatzlich Signale fur die Polyadenylierung in dem Expressions 
vektor enthalten und funktionell mit dem 3 1 -Ende des zu expri- 
mierenden Gens verkniipft sein. Solche Signale fur die Trans - 
kriptionstermination und Polyadenylierung sind z.B. in SEQ ID 
N0:1, bp 1878 - 3448 gezeigt. 

Als Transkriptionsterminator kann der Terminator des zu expri- 
mierenden proteinkodierenden Gens verwendet werden oder aber 
der Terminator eines fremden Gens. Bevorzugt wird der 
Transkriptionsterminator aus dem Gen einer Laccase verwendet. 

Die Expression der Proteine kann intrazellular oder in Gegen- 
wart einer f unkt ions f ahigen Signalsequenz , zum Zweck der Sekre 
tion, auch extrazellular erfolgen. 



Falls die Sekretion des exprimierten Proteins aus der Zelie er 
wunscht ist, enthalt der erf indungsgemafie Expressionsvektor 
vorzugsweise eine funkt ionstucht ige Signalsequenz 5' vor dem 
proteinkodierenden Gen. Daruberhinaus kann auch ein sogenannte 
Sekretionscarrier, funktionell mit dem 5' -Ende des protein- 
kodierenden Gens verkniipft, in dem er f indungsgemaften Expressi- 
onsvektor enthalten sein. 

Bei dem Sekretionscarrier kann es sich urn das Gen fur ein 
sekretiertes Protein oder urn das Fragment eines Gens fur ein 
sekretiertes Protein handeln. Der Sekretionscarrier kann mit 
dem zu sekret ierenden Protein funktionell so verkniipft sein, 
daft em Fusionsprotein aus Sekretionscarrier und dem zu sekre- 
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tierenden Protein entsreht . In einer anderen Ausf uhrung ist die 
Verknupfung von Se kret ions oar r:e: una dem zu sekret lerenden 
Protein so g e s t a I t e t , d a I: d e r Sekretior.scarrier von cs en. :u 
seKre: ierenden Protein getrennt werden kar.n. Dies kann bei- 
5 spielsweise bewer ksteiiigt werden duron Einfugung einer Erken- 
nungssequenz fur eine prcteinspaltendes Enzym in die Verknup- 
fungsstelle zwischen Sekret ionsoarrier unci zu sekret ierenden 
Protein. Ais Beispiel hierfur sei genannt die Lys in-Arginin Er- 
kennungssequenz fur die sogenannte KEX2-Pr otease und ais Be i - 
10 spiel fur einen Sekretionscarrier die Glucoamy lase aus Asper- 
gillus niger (Conireras et al . , Bio- /Technology (1991) 9, 378 - 
381, Broekhui j sen et ai., J. of Eic technology (1993; 31, 135 - 
145) . 

15 DNS-Sequenzen , die anders als Trans kr ipt ic-nsterminatoren am 3'- 
Ende des proteinkodierenden Gens an der Expression und Sekreti- 
on des exprimierten Gens beteiligt sind, kdnnen ebenfalls in 
dem erfmdungsgemaften Expressionsve ktor enthalten sein. Ein 
Beispiel dafur liefert das Gen fur die Laccase aus Neurospora 

20 crassa, dessen 3 x -Ende die Sequenz fur 13 Aminosauren enthalt, 
die wahrend der Sekretion des Proteins entfernt werden und im 
reifen Protein nicht mehr enthalten sind (Germann et al-, J. 
Biol. Chem. (1988) 263, 885 - 896). 



25 Die Herstellung der erf indungsgemaBen Expressionsvektoren er- 
folgt mittels im Stand der Technik bekannter Verfahren. Ver- 
schiedene Mdglichkeiten sind in den Beispieien dargelegt. Die 
dort beschriebenen Verfahren iassen sich vom Fachmann auf be- 
liebige andere Vektoren, Res istenzgene , Regulat ionselemente und 

30 Strukturgene anwenden. 

Die Erfmdung betrifft ferner Mi kroorganismen , die dadurch ge- 
kennzeichnet sind, daft sie einen erf indungsgemaBen Expressions- 
ve ktor enthalten . 
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Geeignete Mikroorganismen zur Expression eines erfmdungs- 
gemafien Expressionsvektors sine Stamme filamentbser Pilze aus 
der Klasse cier Basidiomyceren . 

5 Besonders geeignet sind Stamme aus den Gattungen Trametes, Co- 
riolus und Polyporus. 

Besonders bevorzugte Wirtsorganismen sind monokaryontische 
Stamme aus den Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus. 

10 

Insbesondere bevorzugt srnd Wirtsorganismen der Art Trametes 
versicolor . 

Der Wirtsorganismus zeichnet sich vcrzugsweise dadurch aus, daft 
15 er einen genetischen Defekt im Stof f wechselmetabolismus (Au- 

xotrophie) besitzt, aufgrund dessen der essentielle Stoffwech- 
seimetabolit Oridin nicht mehr synthetisiert werden kann und 
der Wirtsorgansimus auf Minimalmedien ohne Zusatz dieses Stoff- 
wechselmet abolit en nicht mehr zum Wachstum befahigt ist. 

20 

Die erf indungsgemaften Expressionsvektoren erlauben die Selek- 
tion positiver Transf ormanten aufgrund Komplementation eines 
auxotrophen Gendefekts im Wirtsorganismus bei Transformation 
von Pilzen ausgewahlt aus den Gattungen Trametes, Coriolus und 
25 Polyporus . 

Die erfindungsgemaJ^en Expressionsvektoren eignen sich zur Her- 
stellung von Pil zstammen , die zur effizienten Expression und 
Sekretion von Proteinen befahigt sind. 

30 

Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur Hersteiiung von 
Pilzstammen, die zur effizienten Expression und Sekretion von 
Proteinen befahigt sind. 



35 Dieses Verfahren, bei dem ein Pilz mit einem auxotrophen Gen- 
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defeat als Wirtsstamm xittels an sich bekar.nter Verfahrens- 
scr.r:::e rr.it einerr Expressicr.sveritcr, aer ein Gen zur Kcnple- 
r.er.:a::or. aes auxctrcpher. Gender ekts irr: Wirtsstamn besitz:, in 
einerr. Transf crmaticnsansacz rransformier: wire una a us a em 
5 Trcr.sfcrmaiicnsansa:: mit den Ixpressionsvekt cr transf ormierte 
Kior.e durch Seiekticn auf Koir.plemenration aes auxcrrophen Gen- 
defekrs ausgewahlt werden, wcbei die Expression des Gens zur 
^Complementation des auxotrophen Gendefekts im Wirtss:amin durch 
ein genetisches Regulat ionseiemen: kontrclliert wird, das im 
10 Wirrsstamm aktiv is:, daaurch gekennzeichnei , daft als Wirts- 
stamm ein Uridin-auxct ropher Pilz ausgewahlt aus den Gattungen 
Trametes, Coriolus una Polyporus mit einerr, Gendefekt im pyrF 
Gen eingesetzt wird. 

15 Bevorzugt als Wirt fur die Genexpress ion ist ein rnonokaryon- 
tischer Basidiomycet aus der Gattung Trametes, Coriolus oder 
Polyporus . 

Insbesondere bevorzugt fur die Genexpression ist ein Wirt der 
20 Art Trametes versicolor, der einen Defekt im pyrF Gen hat und 
fur Uridin auxotroph ist. 

Die Erfindung betrifft auch ein Expressionssys tern umfaftend ei- 
nen Wirtsstamm ausgewahlt aus den Gattungen Trametes, Coriolus 

25 und Polyporus mit einem genetischen Defekt im Stof f wechselmet a- 
boiismus aufgrund dessen der fur aas Wachstum essentielie 
Stof f wechselmetabolit Uridin nichr mehr syntnet isiert werden 
kann und der Wirtsstamm auf Minimalmedien ohne Zusatz dieses 
Stof f wechselmet aboliten nicht mehr zum Wachstum befahigt ist 

30 sowie einen Expressions vekt or enthaltend ein Selektionsmarker- 
gen, welches den auxotrophen Gendefekt des Wirt sstammes komple- 
mentiert, dadurch gekennzeichnet , daft der Wirtsstamm als gene- 
tischen Defekt im Stof f wechselmetabolismus einen Defekt im pyrF 
Gen besitzt, und das Seiektionsmar kergen ein pyrF Gen ist. 



35 
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Das pyrF Gen stammt bevorzugt aus einem Pilz der Gattung Agari- 
cus, Coriolus, Polypcrus, Pleurotus, Phanerochaete , Schizophyl- 
lum oder Trametes. 

5 Insbesondere geeigne: als Selekt icnsmar kergen fur das erfin- 
dungsgemaiie Expressionssystem ist das Oro t saure - Phospho - 
ribosyltransf erasegen (pyrF Gen) aus einem f ilamentdsen Pilz 
der Klasse der Easidiomyceten Trametes versicolor. 

10 Bevorzugt geeignet fur die Expression des pyrF Gens sind die 
erf indungsgemafien Express ions ve kcoren . 

Vorzugsweise wird die Expression des pyrF Gens aus dem Basidio- 
myceten Trametes versicolor vom Promotor und ggf . Terminator 
15 fur oas pyrF Gen aus Trametes versicolor reguliert. 

Das er f indungsgerr.afie Expressionssystem eignec sich insbesondere 
zur Expression eines Gens, das fur ein hydrolyt isches Enzym 
z.B. aus der Gruppe der Proteasen, Cellulasen, Hemicellulasen 
20 und Lipasen oder aus der Gruppe der Oxi dor edukt asen wie z. B. 

den Ligninperoxidasen, Manganperoxidasen, Laccasen, Celiobiose- 
Chinon-Oxido reductase oder Cell obi c se- Oxidase kodiert . 

Insbesondere bevorzugt eignet es sich zur Expression eines Gens 
25 fur erne La cease . 

Die Transformation des Wi rt sstammes erfolgt nach Metnoden, die 
dem Stand der Technik entsprechen. Zu diesen Metnoden gehoren 
die Transformation von Prot oplasten nach der CaCl : /PEG-Methode , 
30 die Transformation durch Elektropcrar ion oaer die biolistische 
Transformation aurcn BeschuB mit DKS-halt igen Mikropro jektilen. 
Diese Verfahrer. sind in Standardlehrbuchern beschrieben. 

Beispielsweise wird das zu rransf ormierende Gen in bekannter 
35 Art und Weise in einen erf indungsgemafien Expressionsvektor klo- 
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nier: una mittels aer genannten Methoden in einen filamentosen 
Pilz ausgewahlt aus den Gattur.ger. Tr=me:es, Soriolus una Pel y - 
porus eir.gebracr.t. 

5 Das zu t rans f ormierende Gen kann aber auch in einen Express i - 
onsvektor ohne Selekt ionsmarkergen klcniert werden una zusammen 
mit einem den auxotrophen Gendefek: des Wirt sstammes komplemen- 
t le render. Vektor zur Erzeugung von Trans formant en verwendet 
werden ( Cot rans format i on ) . 

10 

Der fur ore Transformation zu verwendende Sramm isi ein uridir.- 
auxot ropher f ilamentoser Pilz ausgewahlt aus den Ga to ungen Tra- 
metes, Ccriolus una Polyporus. 3ei aem betref fenden Stamm aus 
der Kiasse der Basidiomyceten kann es sich um einen monokaryon- 
15 tisohen oder aber auch um einen Gi,^aryontischen Stamm. nandeln. 
In einer bevorzugten Ausfuhrung handelt es sich um einen Uri- 
din-auxot rcphen Stamm, der einen Defekt im pyrF Gen hat. 

Besonders bevorzugt fur die Transformation ist ein monckaryon- 
20 tischer, Ur idin- auxot ropher , pyrF oefizienter Stamm, aus der Art 
Trametes versicolor. 

Die Selektion positiver Transf ormanten erfoigt beispie i sweise , 
indem Protoplasten nach der Transformation mit Vektor DNS auf 
25 einem Medium ausgebracht werden, welohem zur osmotischen Stabi- 
lisierung der Protoplasten ein Zusatz wie z. B. Sorbitol, Man- 
nitol oder Saccharose beigefugo ist und welches die Selektion 
von Transf ormanten mit dem komplemenoierenden pyrF- Gen er- 
laubt . 

30 

In einer bevorzugten Ausfiihrung der Frfindung wird in einem no- 
mologen System der filamentose Pxlz Trametes versicolor mot dem. 
Gen einer Laccase aus Trametes versicolor transf ormiert . Da- 
durch wird eine Soeigerung der Fxpressionsrate fur die besagoe 
35 Laccase erzieit, doe die nach aem Stand der Technik erzielbare 
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Produkt ionsrate in der Fermentation von 0,1 g Laccase/I Kultur- 
medium signifikant verbesser: . 

Vorzugsweise verwendez man dazu den Promoter, der dem Laccase- 
5 gen eigen ist oder den Promoter fur ein stark exprimiertes Gen 
aus Trametes versicolor. Vorzugsweise verwendet man die Promo- 
toren der Laccasegene I una III, deren Isolierung una Verwen- 
dung in DE-A- 19814853 offenbart ist. Den Promotor eines weite- 
ren stark exprimierten Gens stellr der GAPDH Promotor fur die 
10 Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase aus Trametes versicolor 
dar . 



Vorzugsweise verwendet man Selekt ionsmedien, auf denen nur sol- 
che Transf ormanten von Trametes versicolor wachsen kdnnen, die 

15 miz einem funktionell exprimierten Selekt ionsmar kergen fur das 
pyrF-Gen transformiert worden waren. Bevorzugt handeit es sich 
urn ein im 6. Beispiel beschr lebenes Minimaimedium in Abwesen- 
heit von Uridin, auf dem pyrF auxotrophe Stamme von Trameies 
versicolor nicht mehr wachsen konnen, bzw. erst nach Zusatz von 

20 Uridin wieder wachsen kdnnen. 



Die erfolgreiche Anwenaung eines erf indungsgemaften Expressions- 
vektors enthaltend das pyrF Gen ais Selektionssystem ist abhan- 
gig von der effizienten Expression des Selektionsmar kergens in 
25 Trametes Trans forma n I en . Fur eine effizicnte Expression sind 
entsprechende Expressionssignaie notwendig . 



In Trametes versicolor bewirken Expressionssignaie aus Basidio- 
myceten mit uber raschenderwei se erheblich hdherer Effizienz ei- 

30 ne funktionelle Expression als die anderweitig verfugbaren Ex- 
pressionssignaie aus Ascomyceten. Deshalb stehen bei den erfin- 
dungsgemaften DNS Vektoren das pyrF Selekt ionsmar kergen vorzugs- 
weise unter der Kontrolle von genetischen Regulat ionselementen 
aus Basidiomyceten, insbesondere bevorzugt von solchen ausge- 

35 wahlt aus den Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus. 



WO 01/07620 



14 



PCT/EP00/06091 



Vcr zugsweise steh: das pyrF Gen ur.ier aer Kcntrclle der ihm 
verges chaltet en 5 ' -Pror.o: crregicr sc-wie der ihrr. nachgescha^- 
teten 2' -Terminal orregi jn . Ein szlzr.es DXS-Fragmem , bei dem 
5 das pyrF Gen aus Trametes versicolor ur.:er Kontrclle aer Ex- 
press ionssignaie aes pyrF Gens aus Trametes versicolor steht, 
beschreib- SEQ ID NO:l. 

Weiternin kann das pyrF Gen unter der Kcntrclle von Express!- 
10 onssignalen aus Basidiemyceten stehen , die verschieden von de- 
nen des pyrF Gens sind. Zu den Expressicnssignalen, die diese 
Funktion erfiiilen, gehcren GAFDH- P romot oren fiiamentoser Pilze 
aus der Klasse der Bas idionyceten , wie z.B. Coriolus hirsutus, 
Phanerochaete chrysospc rium, Agaricus bisporus oder Trametes 
15 versicolor, der OCT-Promotcr aus Coriolus hirsutus, der Promo- 
tor der Laccase I oder der Laccase III aus Trametes versicolor 
sowie der Terminator des GAPDH-Gens aus Agaricus bisporus oder 
die Terminatoren des Laccase I, bzw. Laccase III Gens aus Tra- 
metes versicolor. 

20 

Besonders bevorzugt ist ein Vektcr , bei dem das pyrF Gen aus 
Trametes versicolor unter Kontrolle der Express ionssignaie des 
GAPDH Gens aus Trametes versicolor steht. Ein solcher Vektor 
ist im 4. Beispiel beschr ieben . 

25 

Insbesondere bevorzugt ist ein Vektor, bei dem das pyrF Gen aus 
Trametes versicolor unter Kontrolle der Expressionssignale des 
pyrF Gens aus Trametes versicolor steht. Ein solcher Vektor ist 
im 3. Beispiel beschrieben. 

30 

Das pyrF Gen kann jedes Gen sein, das fur ein Protein mit der 
enzymat ischen Akt i vitat einer Orot saure- Phosphor ibosy I - 
transferase kodiert . 

35 Bevorzugt stammt aas pyrF Gen aus emem filamentdsen Pilz aus 



WO 01/07620 



15 



PCT/EP00/O6091 



cier Kiasse der Bas ldiomyceten , wie z.B. Agaricus bisporus, Pha- 
nerochaete chrysosporium, Coriolus hirsutus, Polyporus pinsi- 
:us, Schizophyllura commune oder Trametes versicolor. 

5 Besonders bevorzugt ist das pyrF Gen aus Trametes versicolor. 

Die Erfindung betrifft auch em Verfahren zur Herstellung eines 
Proteins welches dadurch gekennzeichnet ist, daft das erf in- 
dungsgemafie Expressionssystem enthaltend ein das Protein kodie- 
10 rendes Gen in an sich bekannter Weise zur Proteinprodukt ion 

eingesetzt wird ode: daft ein Pilzstamm enthaltend ein das Pro- 
tein kodierendes Gen, aer nach dem erf indungsgemafien Verfahren 
heraestelit wurde, in an sich bekannter Art und Weise kulti- 
viert wird. 



15 



20 



Solche Herstellungsverf ahren sind prinzipiell beispielsweise 
bekannt aus Eggert et al., Appi. Environ. Microbiol (1996) 62, 
1151 - 1158, Martinez et al . , Appi. Microbiol. Biotechnol . 
(1994) 41, 500 - 504, oder WO 93/0S272. 



Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Er- 
findung. Die in den Beispielen verwendeten Standardmethoden zur 
Behandlung von DNS oder RNS, wie die Behandlung mit Restrikti- 
onsendonukleasen, DNS Polymerasen, Reverser Transkriptase etc. 

25 sowie die St andar aver f ahren wie Transformation von Bakterien, 
Southern uno Northern Analyse, DNS Sequenzierung , radioaktive 
Markierung, Screening und PCR-Technologie wurden, wenn nicht 
anders angegeben, durchgefuhrt wie vom Hersteller empfohlen o- 
der wenn keine Herstelieranleitung vorhanden war entsprechend 

30 dem aus den S t andardlehrbuchern bekannten Stand der Technik. 

1 . Beispiel 

Isolierung einer pyrF-spezif ischen DNS Sonde 

Eine DNS-Sonde zur Isolierung eines pyrF-Gens wurde durch PGR- 
35 Amplif ikatron aus T. versicolor genomischer DNS mit degene- 



WO 01/07620 



16 



PCT/E POO/06091 



rierter. Prime rr. erzeuq: . Die degener ier :er. Primer wurden ar.nand 
eines Sequenzverglei:hs bekar.nrer pyrF-Gene konsi ruier: . Gene 
fur die Drctsaure Ph^sphoribcsyltransf erase ibezeicnne: als 
pyrF Gene oder, in e mer anderen Nomenklatur bezeichnet als 
5 ura5 Gene wurden in den fclgenaen Genaat enoanken gesuchr : a., 
swissprc: , b) sptremjoi, c, pir, a] embi, e) genbank, fj 
em_tags, g) gb__t agsEM3L . UraE, czw. pyrF Gene folgender Orga- 
nismen wurden fur den Sequenzvergleich ausgewahlt: Yarrowia li- 
polytica, Sacchar omyces cerevisiae, Escherichia coil, Rhizcmu- 

10 cor circmelioides, Cciletot ricnum graminicoia, Trichoderma 

reesei una Sordaria macrospora. Die Aminosau resequenzen der ge- 
nannten pyrF Gene wurden verglirhen. Durch den Sequenzvergleicn 
konnten drei Peptide mit einer Lange von 6 bis 9 Aminosauren 
identif iziert werden , die in alien pyr F-Prot einen vollstandig 

15 konserviert waren. Zwei dieser Pepride wurden unter Beru:ksich- 
tigung degenerierter Codons in DNS zuruck doer set zt , urn degene- 
rierte Primer her zustelien . Die Primer batten die folgenden Se - 
quenzen (die Abkurzung I bezeicnnet die Base Inosin) : 

20 Primer A: 5 ' -TTYGGI CC IGC ITAYAARGGIATHCC- 3 ' SEQ ID NO: 4 
Primer B: 5 ' -TTICCICCYTCICCRTGRTCYTT-3 ' SEQ ID NO : 5 

PCR-Amplif ikationen wurden entsprechend dem Stand der Technik 
nach den Angaben des Herstellers (PGR Kit von Qiagen, Hilden) 

25 durchgef uhrt : Fine 50 \il PCR Reaktion enthielt 100 ng chrorao- 
somaler T. versicolor DNS (isoliert wie im 2. Beispiel be- 
schrieben) , den voir Hersteller bereit gestell ten Puffer una da - 
riiberhinaus 1,25 U Taq Polymerase, 1,25 mM MgCl2, je 0,2 mM der 
vier dNTPs (dATP, dCTP, cGTP, cTTP. und jeweils 100 pmol der 

30 Primer A und B. Die weiteren Bedingungen zur spezifischen 

Amplif ikation des gewunschten PCR-Produkts waren: 4 mm bei 
94°C, gefolgt vcn 10 Zyklen von I mm bei 94°C, 1 mm bei 45°C 
und 1 min bei 65°C sowie 30 Zyklen von 1 min bei 94°C, 1 min bei 
50°C und 1 min bei "'.°C. Es wurde em PCR-Produkt von ca . 140 bp 

35 erhalten. Das PCR-Produkt wurde durch Agarose Gelelektrophorese 
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gereinigt, in den pCR-Script Vektor (Klonierkit von Stratagene, 
Heidelberg) kloniert und in E. coil transf ormiert . Aus der An- 
zucnt transf ormierter E . coli wurde das Piasmid iscliert. Erne 
DNS-Sequer.zanalyse vom 5'- una 3 ' -Ende bestatigte, daft es sich 
5 bei dem klonierten DNS-Fragment um das Fragment eines pyrF-Gens 
handelte . 

Zur Vorbereitung der DNS-Sonde fur das Screening von pyrF-Genen 
wurde das pyr F-spezif ische PCR-Fragment durch Behandiung mit 
10 Ncz I und Eco RI ausgeschnit ten , uber Agarose Elekr rophorese 

isoliert und mit dem nicht-radioaktiven „Gene Images" Detekti- 
onskit aer Fa. Amersham , Braunschweig markiert. 

2 . Beispiel 

15 Herstellung einer chromosomalen Genbank aus Trametes versico- 
lor. 

Es wurde der Stamm Trametes versicolor TV-1 (hinterlegt bei der 
DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 11523) verwen- 

20 de^ . Mycel von Trametes versicolor wurde zuerst durch Anzucht 
fur 7 Tage bei 28°C auf Malzagarplatten (3 % Malz Exurakt, 0,3 
% Pepton aus So j abohnenmehl , 1,5 % Agar-Agar, pH 5,0) gewonnen. 
Von den Malzagarplatten wurden drei Stucke ausgestanzt und da- 
mit 100 ml steriles Malzextrakt Medium (3 % Malz Extrakr, 0,3 % 

25 Pepton aus So j abohnenmehl , pH 5,0) in 500 ml Erlenmeyer kolben 
angeimpft. Die Kultur wurde unter Schutteln bei 100 rpm fur 7 
Tage bei 28°C inkubiert. Die auf diese Weise hergestellte My- 
celsuspension wurde uber eine Por zellannut sche abgesaugt und 
mi: 0,9 % Saline qewaschen. 1 g Mycel von T. versicolor wurden 

30 in Gegenwart von flussigem Stickstoff mit Mdrser una Pistill zu 
einem feinen Pulver zerrieben. Das Pulver wurde in einem steri- 
len ProbengefaB aufgenommen und sofort mit 5 ml Extrakt ionslo- 
sung (0,1 M Tris-HCl, pH 8.0, 0,1 M EDTA, 0,25 M NaCl, 0,6 
mg/ml Proteinase K) und 0,5 ml einer 10 % (w/v) Nat r iumlauroyl- 

35 sarcosinidsung versetzt. Nach Incubation bei 50°C fur mindes- 
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tens 2 h wurde aas Gemisch mi z 1,35 ml 5 M NaCl una C , 7 mi ei- 
ner 12 % (w/v) CTAB-Losung an C, " W NaCl versetzr unci 3C min 
oe: 65°C inkubier:;. Nach Zugabe von ml ernes Dhlcrcfcrm- 
Isoamylalkoholgernasches ;24:1 wurae der A^sai: ausgescr.'jttei:, 
die beiden Phaser, durch Zen: r if uga t ion getrennt, die wassrige 
Phase entfernt una c n r om o somaie DNS durcn Zugabe von j, c Vclu- 
menantei ien I sop r Dp an ol gef a lit . Die weitere Reinigunc aer ge- 
fallten DNS erfolgte anschliefteno uber erne Sauie (Ciagen Geno- 
mic Tip) . Auf diese Wei se konnten aus 16 g Mycel 0,5 mg chromo- 
somal e DNS isolier: we r den. 



Zur Herstellung der chromosomal en Genbank warden 92 jag chromo- 
somiale DNS von Trameres versicolor TV - 1 m ernem Part i al verdau 
mit Sau 3A geschn i t ten und durch Agarose Gelelektr ophorese auf- 
getrennr. Die chromosomalen DNS-Fragmente warden im Grdiien- 
bereich von 5 - 2 0 kb und grower 20 kb is:iier: und jeweils in 
mit Bam HI vorgeschni t r ene Lambda-Phagen Klonier: („Lambda Zap*"' 
Express" Klonierungssystem von Scratagene ) . Von der 5-20 kb 
DNS-Fraktion warden 4 x 10 A Phagen/fig Vekr or-DNS und van der 
DNS-Fraktion grolier 20 kb wurden 5 >; 10 ; Phagen/^ig Vektor-DNS 
erhalten. Die Phagen wurden durch Infektion des E. coli Stammes 
XL-1 Blue MRF 1 amplif i ziert . 

3 . Beispiel 

Isolierung des pyrF-Gens . 

Es wurde die im 2. Beispiel beschr iebene chromosomale Genbank 
von Trametes versicolor TV-1 verwendet. Das Screening nach dem 
genomischen pyrF-Gen wurde nach dem Stand der Technik durch- 
gefiihrt. In einer ersten Screeningrunde warden Zelien von E. 
coli XL-1 Blue MRF 1 auf 10 Per r leschalen zuerst kultiviert una 
dann mit 50000 Phagen der chromosomalen Genbank (5 - 20 tcb 
Fraktion, siehe 2. Beispiel) pro Petrieschale infiziert. Nach 
Inkubation bei 37°C uber Nacht wurden die neu gebildeten Phagen 
auf Nylonfilter (Stratagene) transfer iert . Die Filter warden 
dann entsprechend den Empf ehiungen des Hersoeliers mit der 
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nicht-radioaktiv markierten pyrF-spezif ischen Sonde (siehe 1. 
Beispiel) hybridi siert . Cie Hybridisierungstemperatur betrug 
60°C. Positive Klone wurden gepickt unci durch Wiederholung cies 
Screeningverf ahrens gereinigr. Nach drei Runden der Verein- 
5 zelung wurden be: dem Screening 6 stark hybridisierende Pha- 
genklone isoliert, die nach einer Vorschrift des Herstellers 
(Stratagene) durch "in vivo excision" in den pBK CMV Vektor 
(Stratagene) umkloniert wurcien. Analyse der Klone durch Verdau 
mit Restriktionsendonucleasen und PCR zeigte, daft es sich bei 

10 alien Kloner. urn pyrF-Gene nandeite. Nach Sequenzanalyse von 
drei Klonen wurde vom lancsten der pyrF-Klone ca . 3,4 kb Se- 
quenzinf ormatior. ermittelt . Dieser pyrF-Klcn erhxelt die Be- 
zeichnung pyrFGl (SEQ ID KO: 1) . Der Klon pyrF61 enthielt Se- 
quenzinf ormation fur das pyrF-Strukturgen (kodierender Bereich, 

15 SEQ ID NO: 1, bp 1133 - 1E77) . Der kodierende Sequenzbereich 

enthielt zusatzlich ein Ir.tron (SEQ ID NO: 1, bp 1226 - 1286), 
das nicht in Aminosauresequenz translatiert wird. Das entspre- 
chende pyrF cDNS-Gen ist in SEQ ID NO: 2 angegeben. Das in Klon 
pyrF61 enthaltene pyr F-St rukturgen, ohne die Int ronsequenz , ko- 

20 diert fur ein Protein mit der in SEQ ID NO: 3 angegebenen Ami- 
nosauresequenz . 

Daneben enthielt Klon pyrFol auch Sequenzinf ormat ion in der Re- 
gion 5' vor dem ATG- Start kodon ( Promote rbereich , SEQ ID No: 1, 

25 bp 1 - 1132) sowie Sequen: i nf ormation in der Region 3' nach dem 
Stopkodon (Terminatorberei:h r SEQ ID No: 1, bp 1878 - 3448) . Es 
handelt sich hierbei urn neue genetische Regular ionselemente fur 
Trametes versicolor, die fur die Herstellung von Expressions- 
vektoren zur Genexpression in f ilament osen Pilzen aus der Klas- 

30 se der Basidiomyceten verwendet werden kdnnen. 

4 . Beispiel 

Funktionelle Verkniipfung des Trametes versicolor GAPDH- 
Promotors mit dem pyrF-Gen aus Trametes versicolor 
35 A: Klonieren des pyrF-Gens in den pBluescript Vektor 
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Fur die weirere 3earbeitung wurcie das pyrF-Gen a us pyrFcl :r 
der. ve\:cr pBluescrip: u^Kicnier:. Dazu wurae das pyrF-Ger. als 
1,6 kc Sac Z - Spe I Fragment aus dem im 2. Beispiel err.altenen 
KIcr. pyrFcl :s:l:er: una in cer. mr: Sac I una Spe I vcr- 
gescnni^uenen pBIuescript Vektor subklcnieru. Das dabei er.t- 
standene 4,6 kg Flasmid wurae p?yr Fl genanni. 



B : Einbau eines Linkers in pPyrFl f iir die funktionelle Verkniip- 
fung des ATG Translationsstartkodons des pyrF-Gens mit dem 
10 GAPDH-Promotor 

Vektor pPyrFl wurcie mi: Sac I gescnnirten, der linearis! er re , 
4,6 kb grofte Vektor durch Agarose Gelelekt rophorese isoliert 
una aurch Behandlung mit alkalischer Phosphatase dephosphory- 
liert. Der auf diese Weise vorbereitete Vektor wurde mi: den 
15 Linkeroligonukleotiden PyF-1 ( SEQ ID NO : 6 ) und PyF-2 (SEQ ID 
NO: 7) ligiert. PyF-1 und PyF-2 hatten die fclgende Sequenz: 



Oligo PyF-1: 

5 ' -CTAGACATGTCGCTCGAAAAATACCAGACAGAGCT-3 1 SEQ ID NO: 6 
20 Oligo PyF-2: 

5 1 -CTGTCTGGTATTTTTCGAGCGACATGTCTAGAGCT- 3 ' SEQ ID NO: 7 



In PyF-1 und PyF-2 ist die Schnitt stelle fur die Restriktions- 
endonuklease BspLUll I unterstr ichen, die fur die funktionelle 
25 Verknupfung mit dem GAPDH-Promotor aus T. versicolor verwendet 
werden kann. 



Ligationsansatze von Sac I gescnni t cenem pPyrFl mit den Linker- 
oligos PyF-1 und PyF-2 wurden in E . col i Top lOF'-Zeilen rrans- 

30 formiert. Positive Klone enrhieiten eine neu eingefuhrte 

BspLUll I Schnittstelle (neben zwei oereits in pPyrFl enthalte- 
nen) . Die richrige Orientierunq des eingebauten Linkers, bei 
der am Start-ATG Kodon des pyrF-Gens eine BspLUll I Schnitt- 
stelle eingefuhrt worden war, wurde durch DNS-Sequen zanalyse 

35 bestimmt. Der auf diese Weise hergestellte Vektor (ca. 4,5 kb 
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Grbfte) erhielt die Bezeichnung pPyrF2. 

C: Einbau des T. versicolor GAPDH-Promotors in den pUC19 Vektor 

Die DNS-Sequenz des Promoters fur das T. versicolor GAPDH-Gen 
5 ist in DE-A-19814853, SEQ ID NO: 3 , bp 1 - 1542 offeabart. Ein 
ca. 1 kb groftes Promoter f ragment des GAPDH-Gens wurae ais Sph I 
Fragment: isoliert und in einen pUC19 Vektor kloniert. Nach Ana- 
lyse durch Doppelverdau mil den Restriktionsendonukleasen Eco 
RI (im Polyiinker von pUC19 enthaiten) und BspLUll I ( irr. GAPDH- 
10 Promoter: ragmeni enthaiten) wurde ein Klon ausgewahlt, in dem 
die BspLUll I Schnitt stelle der Eco RI Schni t t stelle benachbart 
war. Der auf diese Weise hergestellte 3,7 kb grofie Vektor er- 
hieit aie Bezeicnnung pTVgap (Fig. 1). 

15 Aus dem fur die Herstellung von pTVgap verwendeten pUC19 Vektor 
war vorher erne singulare BspLUll I Schnitt stelle entfernt wor- 
den, die bei der weiteren Vektor konstrukt ion storend gewesen 
ware. Dies erfolgte, indem der pUC19 Vektor mit BspLUll I ge- 
schnitten und der dadurch linearisierte Vektor mit Kienow DNA- 

20 Polymerase behandelt wurde. Dadurch wurden die nach dem BspLUll 
I Verdau versetzten Enden des pUC19 Vektors aufgefullt. An- 
schliefiende Ligation und Transformation von E. coli Top 10F* 
ergab Klone, die einen modif izierten pUC19 Vektor ohne BspLUll 
I Schnittstelle enthielten. 

25 

D: Funktionelle Verkniipfung des GAPDH-Promotors mit dem pyrF- 
Gen 

Der Vektor pTVgap wurde mit BspLUll I und Eco RI geschnitten, 
das dabei entstandene 3,7 kb grofte Vektorf ragment durch Agarose 
30 Gelelektrophorese isoliert und durch Behandlung mit alkalischer 
Phosphatase dephosphoryliert . 

Aus dem Vektor pPyrF2 wurde das pyrF Gen als 1,6 kb groftes 
BspLUll I - Eco RI Fragment isoliert. Dazu wurde pPyrF2 zuerst 
35 partial mit BspLUll I geschnitten und das 4,6 kb grofte, linea- 
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risierie Vektorf ragment curch Agarose Gelelekt rcphorese i se- 
ller r . Das :s:l:er:e 4 , c kc Fragrr.er.: wurae ar.s chlieftend mit Sc: 
RI nachgeschnitter:. Dabei er.:s:ar.a das gewur.schte 1,6 kb pyrF 
Genfragmer.t, ^as durch Agarose Geleie *:t rophorese isoliert wur- 
de. 

Das 3,7 kb grofie BspLUll I - Ecc F.I Vektorf ragment aus pTVgap 
and das 1,6 kb grofies BspLUll I - Eco RI Fragment aus p ?yr F2 
wurden ligiert unci ntit dem Ligat iensansa: z E . coli Top 10F X 
Zellen trans formier: . Klone, bei denen das pyrF Gen uber die 
BspLUll I Schnitts tel le funktionell mit derr; GAPDH-Promc tor ver- 
knupft worden war, wurden durch Restriktionsanalyse identi- 
fiziert. Durcn DNS-Sequenz ierung wurae die korrekte Verkntipfung 
des GAPDH-Promotors mit aem Start-ATG Koaor. des pyrF Gens bes- 
tatigt. Der korrekte Kion hatte erne Grofie von 5,3 kb und er- 
hielt die Bezeichnung pPyrFgap (Fig. 2). 

5 . Beispiel : 

Herstellung von Trametes Protoplasten und Regenerierung von 
Pilzkolonien 

Fur die Gewinnung von Protoplasten verwendet wurden die dikary- 
otischen Stamme Trametes versicolor TV-1, Trametes versicolor 
38070 (erhaltlich von teerican Type Culture Collection, Rock- 
ville, MD 20852 USA) una der monokaryot ische Starnm Trametes 
versicolor F2 100 (ninterlegt bei der DSMZ Deutschen Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig 
unter der Nummer DSM 11972). Mycel von Trametes versicolor wur- 
de zuerst durch Anzucht fur 7 Tage bei 26°C auf Mai zagarplat ten 

(3 % Malz Extrakt, 0,3 % Pepton aus S D] ab ohnenmehl , 1,5 % Agar- 
Agar, pH 5,0) gewonnen. Von den Malzagarplatten wurden drei 
Stucke ausgestanzt und damit 100 ml steriies Malzextrakt Medium. 

(3 % Malz Extrakt, 0,3 % Pepton aus S d j abohnenmehl , pH 5,0) in 
500 ml Erlenmeyerkclben, bzw. 125 ml des sterilen Mediums in 
162 cm : Zellkulturgef alien, angeimpft. Die Kultur wurde ohne 
Schiitteln fur 7 Tage bei 28°C inkubiert, bis die Kulturf lussig- 
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keit dicht mit einer Mycelmatte bewachsen war. Die Kulturflus- 
sigkeit wurde dekantiert und f risches Medium zugegeben (30 ml 
fur das My eel einer 100 mi Anzucht ; . Das My eel wurde mit einem 
Ultra Turrax (95.00 rpm, 4 min) homogenisiert und unter Schut- 
5 teln bei 100 rpm fur weitere 18 h bei 28°C inkubiert. 

Die auf diese Weise hergesteilte Mycelsuspension wurde durch 
Zentrif ugation fur 5 min bei 1500 rpm (2000 x g) geerntet und 
das dabei erhaltene Mycei dreimal durch suspendieren mit 0,1 M 
10 MgSO., 0,6 M Saccharose, 0,1 M Phosphat, pH 5,8 ( OMT-Medium) und 
anschlieftendes Zentrif ugieren gewaschen. Das isolierte Mycel 
wurde gewogen und bis zur Behandlung mit lytischem Enzym bei 
4°C aufbewahrt. 

15 Protoplasten wurden f olgendermaBen hergestellt: In einem steri- 
len Erlenmeyerkolben wurde Mycelium eines Kolbens in 15 ml ei- 
ner frisch hergestellten und sterilf i It rierten Ldsung des lyti- 
schen Enzymgemisches Novozym 234 (3 mg/ml, Novo Nordisk, Bags- 
vaerd, Danemark) in OMT-Medium suspendiert. Das in der Enzymld- 

20 sung resuspendiert e Mycelium wurde bei geringer Drehzahl (80 
rpm) auf einem Schiittel inkubator (Infors) fiir 1 bis 3 h bei 
30°C inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde die Bildung der 
Protoplasten im Mikroskop beobachtet. Frei bewegliche Proto- 
plasten waren ublicherweise nach 1 h zu sehen. Der Endpunkt der 

25 Protoplast ierung wurde durch visuelle Inspektion im Mikroskop 
bestimmt und die Protoplasten durch Filtration uber Glaswolle 
in einem Giasfilter von restlichem Mycelium abgetrennt. Die 
Glaswolle wurde sorgfaltig mit eisgekiihitem OMT-Medium gewa- 
schen. Protoplasten wurden durch Zent rif ugation der Suspension 

30 in einem sterilen Probengefaft isoliert (2000 rpm; 2500 x g, 

4°C, 10 mm) . Die weitere Bearbeitung der Zellen erfolgte bei 
4°C. Das Protoplastenpel let wurde durch suspendieren in OMT- 
Medium gewaschen und durch Zent ri f ugation reisoliert. Bei Be- 
darf wurde der Waschschritt wiederholt. Die Konzent ration von 

35 Protoplasten wurde unter dem Mikroskop in einer Zahlkammer be- 



WO 01/07620 




PCT/EP00/06091 



stimmt. Die Protoplaszensuspensicr. wurcie fur Experimen^e zur 
Prc'opiasienreaenerierur.g cder fur 7 r a n s f o r ma z i one n au: erne 
Kcnzen:ra::cn vor. 1 >: 10 8 Pro: zp lasier./r.l eingestell: . 

Fur Regener ierungsexper imente wuraer. vcr. aer Prctcpiasrer.- 
suspensicn Verdunnungsreiher. hergeszeiit ur.d auf Agarp^arten 
ausplat::er:, die 1,5 % Malzexzrakt , 0,1 % Trypticase Pepton, 
% Glucose, 1,5 % Agar und zur osmotischer Stabil isierung 0,4 M 
Mannitol en:hiei:en. Auf diese Weise wurcie der An:eil an uber- 
lebensf ahigen Zellen bestimmt und getestet, cb die erhaltenen 
Protoplasten zu mycelar: igem Wachstum regeneriert werden konn- 
ten. Auf die gleiche Weise wurde auf csmotisch nichz szabili- 
sierten Flatten (ohne Mannitol! der Anteil an osmotisch stabi- 
len Zellen (z.B. Mycelf ragmer.te ) bestimmt. Nach Inkubation bei 
28°C fur 7 Tage wurden die erhaltenen Kolonien gezahl:. Der An- 
teil uberlebensf ahiger Zellen aus einer Reihe von Pro- 
toplastenpraparationen betrug ca. 0,5 %. Diese Ergebnisse zei- 
gen, daft von Trametes versicolor uberlebensf ahige und regene- 
rierbare Protoplasten fur Transf ormat ionsexper imente her- 
gestellt werden kdnnen. 

6 . Beispiel 

Isolierung von Uridin-auxotrophen Mutanten von Trametes versi- 
color 

Uridin-auxotrophe Mutanten von Trametes versicolor mit einem 
Gendefekt im Pyrimidin Stoffwechsei (pyr-Mutanten) wurden in 
Anlehnung des in Boeke et al., Methods Enzymol. (1987) 154, 16 
- 175 beschriebenen Verfahrer.s isoliert. Als selektives Agens 
wurde die genotoxische Substanz 5-Fluor-Orot saure (FOA) verwen 
der. Mutagenese von Trametes versicolor Protoplasten erfolgte 
durch UV-Behandlung . 

A : UV-Mutagenese : 

Fur die Mutagenese verwendet wurde der im 5. Beispiel beschrie 
bene monokaryontische Stamm Trametes versicolor F2 100. Proto- 
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plasten dieses Stammes wurden hergestellt wie im 5. Beispiel 
beschr ieben . 

Fur die Mutagenese wurde ais Quelle fur UV-Licht ein BioRad UV- 
5 Linker (BioRad, Munchen, Leistung 5,8 W/cirv, Abstand von der UV- 
Quelle 16 cm) verwendet . Die Zahl der fur die Mutagenese ver- 
wendeten Protoplas t en betrug 8 x 10°. Proroplas ten von Trametes 
versicolor wurden in einer Petrieschale vorgelegt und fur ver- 
schieden lange Zeir abschni tte mil UV-Licht bestrahlt. Dabei 
10 steilte sich heraus, daft unter den beschr iebenen Bedingungen 
eine Bestrahlung fur 60 sec. optimal fur die nachf olgende Se- 
lektion auxotropher Mutanten war. 

B : Selektion von Uridin auxotrophen Mutanten : 

15 Fur die Selektion von Uridin auxotrophen Mutanten wurde folgen- 
des Kinimalmedium (MM) verwendet: 





Glucose 


20 


g/i 




Agar 


15 


g/i 


20 


Kaliumdihydrogenphosphat 


1 


g/i 




Magnesiumsulf at 


0,5 


g/i 




Dinatriumhydrogenphosphai 


0, 1 


g/i 




Adenin 


27,5 


mg/l 




DL- Phenyl a lan in 


0,15 


g/i 


25 


L-Asparagin 


2, 5 


g/i 




Thiamin 


0,48 


mg/l 




Calciumchlorid 


10 


mg/l 




Eisensulf at 


10 


mg/l 




Kupf er sul f at 




mg/l 


30 


Zinksulf at 


1 


mg/l 




Mangansul f at 


1 


mg/l 




pH 5,0, mit Schwef elsaure 


eingestell t . 



Fur die osmotische Stabilisierung von Protoplasten wurde das 
35 MM-Medium mit 0,6 M Saccharose supplement iert (MMS-Medium) . Fur 
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Fiussiganzuchter. wurde das MM-Medium ohne Agar hergesteiit . 

Zu 3eg:r.r. wurde aas MMS-Meaiur. mit ver schiedenen Kcnzen- 
rranoner. FOA sowie 10 mM Uridin supplement iert , urr. die Wacns- 
tumseiger.schaf ten auf selekriverr Medium fur verschiedene Trame- 
tesstame zu charakterisieren . Es stellte s:ch heraus, daft MMS- 
Mediur. mit 1,5 mg/mi FOA una 1G mM Uridin ■;. selekrives MMS ) nas 
Wachstum der untersuchten Trameiesstamrr.e voilstandig unter- 
druckte . 

Platter, mit selektivem MMS warden mit UV-muta genisierten Pr:to- 
plasten (in Abschnitt A beschrieben) beimpft und 21 Tage bei 
28°C inkubiert. 1m Gegensatz zu nicht mutagen! s i erten Proto- 
plasten wurde das Wachstum von 35 Kolonien beobachtet. Diese 
potentiellen pyr-def i zienten Mutanten warden, urn den Uridin au- 
xotrophen Phanotyp naher zu charakterisieren, auf MM-Platten, 
MM-Platten mit 10 mM Uridin und selektiven MM-Platten ausge- 
bracht und das Wachstum zum Ausgangsst amm F2 100 verglichen. 
Dabei zeigten von den 35 gepickten Kolonien 13 Trametesmutant en 
eindeutig einen pyr-def izienten Phanotyp. Dies ist beispielhaft 
in der Tabelle 1 fur den Wildtypstamm und drei Mutanten darge- 
stellt . 



Tabelle 1 

Wachstum von Tramet.es versicolor Mutanten auf verschiedenen MM- 
Medien 



St amm 



MM MM + 10 mM Uri- MM + 10 mM Uridin 

din + 1,5 mg/ml FOA 



F2 100 + + 

F2 100C2-1 + + 

F2 100C2-8 + + 

F2 100C4-13 + + 
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C: Identifizierung von pyrF-Mutanten 

Die Mutagenese mit FOA kann entweder zu Mutanten im gewunschten 
pyrF Gen ( Orotsaure- Phosphor ibosy It rans f e rase ) oder im pyrG Gen 
(Orotodin-5' -Posphatdecarboxyiase) fuhren- pyrG Mutanten und 
5 pyrF Mutanten wurden dif f erenziert durch Transformation mit dem 
pyrF-Gen aus Trametes versicolor, dessen Isolierung im 3. Bei- 
spiel beschrieben wurde ( Piasmid pyrF6i). Parallel dazu wurden 
Uridin-auxotrophe T. versicolor Stamme auch mit dem Piasmid 
pPyrFgap trans formiert (Herstellung siehe 4. Beispiel). Die 
10 Transformation von Trametes versicolor wird im 7. Beispiel be- 
schrieben . 

Bei 6 der 13 isolierten pyr-def izienten Mutanten konnten nach 
Transformation mit den Plasmiden pyrFoI und pPyrFgap Kolonien 

15 auf MM-Medium beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, daft 
diese sechs Mutanten defizient im pyrF Gen waren. Die drei 
Stamme F2 10QC2-1, F2 100C2-8 und F2 100C4-13 lieften sich wie- 
derholt mit der hochsten Haufigkeit transf ormieren und wurden 
fur die weiteren Untersuchungen verwendet. Ein Vergleich der 

20 Plasmide pyrF61 und pPyrFgap bezuglich der Transf ormat ionshau- 
figkeit ergab keine signif ikanten Unterschiede , sodaft der pyrF- 
Promotor ausreichend fur die isolierung von Transf ormanten war. 

Bei dem im 2. Beispiel beschr iebenen pyrF-Gen handelt es sich 
25 urn ein neues Selektionsmar kergen fur die Transformation von 
Trametes versicolor. Bei den Stammen Trametes versicolor F2 
100C2-1, F2 100C2-3 und F2 100C4-13 handelt es sich urn die ers- 
ten bisher beschriebenen pyrF-def izienten Stamme von Trametes 
versicolor. Diese pyrF-def izienten Stamme konnen als Wirtsorga- 
30 nismen dienen fur die Transformation von Trametes versicolor 

und sind somit neue wertvolle Wirt sorganismen fur die Protein- 
expression und Proteinsekretion in filamentosen Pilzen aus der 
Klasse der Basidiomyceten . Die Verwendung des Stammes F2 100C2- 
1 zu diesem Zweck wird in den folgenden Beispielen beschrieben. 
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7 . Beispiel 

Transformation von pyrF-defizienten Trametes versicolor Stammen 
mit dezn pyrF-Gen aus Trametes versicolor 

5 A: Isolierung von Trans forman ten 

Protoplasten von T. versicolor F2 10QC2-I wurden nach derr. im 5. 
Beispiel beschriebenen Verfahren hergest elit . Dabei war das An- 
zuchtsmedium fur den auxoirophen St amir, mit 1- mM Uridin supple- 
ment lert worden. Es wurde mit derr. Vektor pyr F61 (beschrieben im 
10 3. Beispiel), bzw. pPyrFgap (beschrieben im 4. Beispiel ■ trans- 
formiert . 

Wie im 5. Beispiel beschneoen, wurden Prot oplasten von Trame- 
tes versicolor F2 100C2-1 hergest el 1 t und in einer Endkonzent- 

15 ration von 107ml suspendiert. In Inkubat ionsgef alien von 12 ml 
Voiumen wurden 0,1 ml Aliquots der Protoplasten mit je 10 yig 
DNS des betreffenden Plasmids gemisrht und 30 min auf Bis inku- 
biert. Danach wurde langsam und unter wiederholtem mischen 1,25 
ml einer PEG4000 Losung zum Trans f ormationsansat z gegeben . Nach 

20 weiteren 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Reak- 
tionsgef afte mit dem im 5. Beispiel beschr iebenen OMT-Medium 
aufgefullt, gemischt und 1C min bei 4°C bei 2000 x g zentrifu- 
giert. Die Pellets wurden resuspendiert und auf osmotisch sta- 
bilisierten MMS-Platten ohne Uridin (beschrieben im 6. Bei- 

25 spiel) ausplattiert . Die Flatten wurden bei 28°C fur 14 Tage 
inkubiert und auf Wachstum von Kolonien uberpriift. Bei ver- 
schiedenen Experimenten wurden Transf ormat ionsraten von 0,5-3 
Transf ormanten/jig Plasmid DNS erzielt. 

30 B: Reinigung der Transf orman ten 

Mycel der erhaltenen Transf ormanten wurde gepickt und durch 
Ausplatt ieren auf frische Flatten mit MM-Medium gereinigt. Da- 
bei wurde das Inokuium punktfbrmig in der Mitte der Platte auf- 
gebracht. Nach Inkubation fur ca . 7 Tage bei 28°C konnte radia- 
35 les Mycelwachstum beobachtet werden. Dieser Reinigungs vorgang 
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wurde wiederholt, wobei das Mycel fur das Inokulum vom Rand der 
ersten Reinigungsplatte entnommen wurde. MM-Platten wurden dann 
erneut mit Inokulum der zweiten Reinigungsplatte inokuliert und 
bei 28°C inkubiert, bis die Piatren vollsrandig mit Mycel be- 
wachsen waren. 



C: Analyse der Transformanten 

Transf crmanten von Trametes versicolor wurden mittels 
Southernblot Analyse auf die Integration des Plasmids PyrFol, 

10 untersucht. Dazu wurde von verschiedenen Transformanten und als 
Konrrolle dem pyr F-def izienten Stamm F2 100C2-1 Zellmycel in 
Flussigkultur hergestellr (siehe 2. Beispiei, Malzexiraki- 
medium, fur F2 100C2-1 mit 1C mM Uridin versetzt) . Von dem iso- 
lierten Mycel wurde chromosomaie DNS isoliert wie im 2. Bei- 

15 spiel beschrieben. 

Von den untersuchten Transformanten und dem nicht transfor- 
mierten, Uridin-auxot rophen Ausgangsstamm F2 100C2-I wurden je 
3 f-ig der chromosomalen DNS , von pyrF61 100 ng des Plasmids mit 

20 Nco I geschnitten, anschlieliend durch Agarose Gelelekt rcphorese 
getrennt und auf Nylonfilter (Qiagen) geblottet. Als DNS-Sonde 
wurde Nco I geschnittenes Plasmid pyrFGl verwendet, nicht- 
radioaktiv markiert wie im 1. Beispiel beschrieben. Mit dieser 
DNS-Sonde konnten sowohl das pyrF Gen sowie die Vektoranteile 

25 aus dem jeweiligen Plasmid nachgewiesen werden. 

Die Hybridisierungstemperatur fur die auf Nylonfilter geblot- 
tete DNS mit der nicht-radioakt iv markierten DNS-Sonde betrug 
60°C. Ansonsten wurden die in der Fachlitertur beschr iebenen 

30 Bedingungen fur Southernblot s eingehalten. Southernblot s wurden 
durch Autoradiographie ausgewertet . Neben anderen Fragmenten 
konnten zwei, vom pBK CMV-Ve ktoranteil von pyrF61 stammende Nco 
I Fragmente mit einer Lange von 0,7 kb, bzw. 1,9 kb detektiert 
werden. Diese beiden Fragmente konnten nur in den Transforman- 

35 ten, nicht jedoch in dem Uridin-auxotrophen Stamm F2 100C2-1 
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nachgewiesen werder. . Dieses Ergeonis besiatigt, da£ bei der 
Transformation des t r idin-auxct rophen Srarrjr.es Trametes versico- 
lor F2 1C3C2-1 das Plasmid pyrFcl in das Genom integriert war- 
den war una zur produktiven Expression des Selektionsmarkergens 
pyrF fiihrte, wodurcn die Uridin Auxotrophic dieses Stammes kcm- 
plementiert wurde . 

8 . Beispiel 

Verwendung des pyrF-Gens zur Herstellung Laccase- 
iiberproduzierender Trametes versicolor Stamme 
A. Transformation von T. versicolor 

Protoplasten von T. versicolor wurden nach dem im 5. Beispiel 
beschr lebenen Verfahren hergestelit. Zur Transformation verwen- 
det wurde der im 2. Beispiel beschriebene Vektor pyrF61 sowie 
der Laccase Expressionsvektor pLac3gap. Die beiden Vektoren 
wurden in Co-Trans forma t ionsexper iment en verwendet, wo das Se- 
lekt ionsmar kergen und das zu exprimierende Gen auf getrennten 
Plasmiden enthalten sind. Die Herstellung von pLac3gap ist in 
in DE-A-19814853, 6. Beispiel, offenbart. In pLac3gap ist das 
Gen fur die Laccase III aus T. versicolor funktionell mit dem 
dem GAPDH Promotor aus T. versicolor verknupf t . 

Wie im 7. Beispiel beschrieben, wurden Protoplasten des pyrF- 
defizienten Stammes Trametes versicolor F2 100C2-1 hergestellt 
und in einer Endkonzentrat ion von 10 s /ml suspendiert. In Inkuba- 
tionsgef alien von 12 ml Volumen wurden 0,1 ml Aliquots der Pro- 
toplasten mit je 10 jig DNS der Plasmide pLac3gap und pyrF61 ge- 
mischt und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde langsam und 
unter wiederholtem mischen 1,25 ml einer PEG4000 Ldsung zum 
Transf ormat ionsansat z gegeben. Nach weiteren 20 min Inkubation 
bei Raumtemperatur wurden die Reakt ionsgef afte mit dem im 5. 
Beispiel beschr iebenen OMT -Medium aufgefullt, gemischt und 10 
min bei 4°C bei 2000 x g zentrif ugiert . Die Pellets wurden re- 
suspendiert und auf osmotisch stabilisiertem MM-Medium ohne U- 
ridin (beschrieben im 6. Beispiel) ausplatt iert . Die Flatten 
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wurden bei 28°C fur 14 Tage inkubiert und auf Wachstum von Ko- 
lonien uberprufr. Bei verschiedenen Experimenten wurden Trans- 
format ionsraten von 0,5 - 3 Transf ormanten/fig DNS des Selekti- 
onsmarkerplasmids pyrF61 erzielt. 

5 

Die erhaitenen Transf ormanten wurden gepickt und wie im 7. Bei- 
spiel beschrieben zweimal durch ausplat r ieren auf frischen 
Platren mit MM-Selekr ionsmedium ohne Uridin gereinigt. Selek- 
tivplatten wurden dann erneut mit Inokulum der zweiten Reini- 
10 gungsplatte inokuliert und nachdem die Platten vollstandig mit 
Mycel bewachsen waren, wurde die Laccaseprodukt ion in Schuttel- 
kolbenanzuchten uberpruf t . 

B: Anzucht im Schiittelkolben 

15 Fur die Anzucht im Schiittelkolben wurden 2 cm 2 Mycel aus einer 
voll bewachsenen Platte ausgestochen , steril zerkleinert und 
damit eine Vorkultur von 50 ml (in einem 250 ml Erlenmeyer- 
kolben) Malzextrakr-Medium (siehe i. Beispiel) beimpft. Die 
Vorkultur wurde 6 Tage bei 28°C unter Schutteln bei 120 rpm in- 

20 kubiert. Am sechsten Tag wurde die Vorkultur mit einem Ultra 
Turrax fur 30 sec bei 9500 rpm homogenisiert und damit 250 ml 
Hauptkulturmedium ( Zusammenset zung siehe MM-Medium im 6. Bei- 
spiel) in einem 11 Er lenmeyer kolben beimpft. Die Hauptkultur 
wurde dann wieder bei 28°C unter Schutteln bei 120 rpm inku- 

25 biert. Die Laccaseprodukt ion wurde ab dem zweiten Tag der An- 
zucht taglich gemessen. Laccaseakt ivitat wurde photomet risch 
mit dem Substrat ABTS ( 2 , 2'-Azino-bis ( 3-Ethyl-Benzthiazolin-6- 
Sulfonsaure) bei 420 nm gemessen. (Extinkt lonskoef f izient von 
ABTS bei 420 nm £ 42 o : 3 ' 6 x 104 [i x Mol_i x cm-]). Dabei ent- 

30 sprach 1 U Laccaseakt ivitat dem Umsatz von 1 (imol ABTS/min bei 
37°C und einem pH von 4,5. Das Maximum der Laccaseprodukt ion in 
Schuttelkolbenanzuchten wurde 10 - 14 Tage nach Beginn der 
Hauptkultur erreicht. Tabelle 2 zeigt einen Vergleich verschie- 
dener Transf ormanten mit dem nicht transf ormierten Ausgangs- 

35 starnm Trametes versicolor F2 100. Fur den nicht transf ormierten 
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Stamm F2 20C w u r d e aar^berhir.aus aie Laccaseprodukt icr. r.ach In 
duktion mi: derr. in der Literatur beschr iebenen InauKtcr 2,5- 
Xylidin (Yaver et al., Applied ana Environmental Microbiology 
,19 9 6; 62, 334 - 841; bestirr.Tt . Wie aus Tabelle 2 zu ersehen, 
5 1st cie Laccaseprodukt ion irr. Schut tel kolben bei cen besten 

Trans forma n ten des Stammes F2 IOC gegenuber dem nichttransf or- 
mierten Ausgangss tamm urn den Faktcr 14 (chne Induktion}, bzw. 
um den Faktor 6 (mit Induktion) erhoht. 

10 Tabelle 2 

Stamm Trametes versicolor Maximale Laccaseprodukt ion (U/ml) 



F2 


100 


4, 60 


F2 


100/Xylidin* 


11,20 


TV 


L3F-4 


15,20 


TV 


L3F-7 


42, 50 


TV 


L3F-9 


17, 60 


TV 


L3F-14 


51, 50 


TV 


L3F-21 


33, 90 


TV 


L3F-29 


64 , 80 


TV 


L3F-35 


35, 10 


TV 


L3F-38 


13,80 


TV 


L3F-51 


56, 70 



* Die Induktion mit erfolgte drei Tage nach Beginn der Haupt- 
kultur durch Zugabe von 2,5-Xylidin (1,5 mM Endkonzentra t ion ) 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Consortium fur elektrochem. 
Industrie GmbH 
Zielstattstr . 20 - 22 



813 79 Munchen 


LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgestcllt gcmaD Regel 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. HTNTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Consortium fur elektrochem. 

Industrie GmbH 
Anschnft Zielstat t str . 20 - 22 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER 

DSM 11972 


813 79 Munchen 


Datum der Hinteriegung odcr Weiterleitung 1 : 

1998-01-28 


III. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEIN1GUNG 


Die Lebensfthigkeit des untcr II genannten Mikroorgantsmus ist am 1998 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorgantsmus 


-01-28 1 gepruft worden. 


(X) J lebensfahig 

( ) 3 nicht mehr lebensfahig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRGFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST* 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

M1KROORGAN1SMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift Mascheroder Wcg lb 
D-3 8 1 24 Braunschweig 


Unterschrift(en) der zur Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Pcrson(cn) odcr des (der) von ihr ermachtigten Bcdienstctcn: 

Datum: 1998-02-02 



Angabe des Datums der Ersthintericgung. Wenn cine erncute Hinteriegung Oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums 
der jewcils letzten emeuten Hinteriegung oder Weiterleitung. 

In den in Regel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letztcn LebensfahigkeitsprOfung. 
Zutreffcndes ankreuzen. 

Ausfullen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prufung negativ waren. 



Formblart DSMZ-BP/9 (einzige Seite) 0196 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Consortium fur elektrochem. 
Industrie GmbH 
Zielstattstr . 20 - 22 

813 79 Munchen 



EMPF ANGS B ESTATIGUNG BEI ERSTHTNTE RLEGUNG , 
ausgestellt gemafl Rcgel 7.1 von dcr unten angegebenen 
rNTERNATIONALEN HINTERJLEGUNGSSTELLE 



1. KJENNZ EI CHNUN G DES MIKROORGANISMUS 



Vom HENTERLEGER zugeleiltes Bezugszeichcn: 
F2 100 



Von dcr INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugctciite EINGANGSNUMMER: 

DSM 11972 



II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAX ON O MIS CHE BEZE1CHNUNG 



Mit dcm unter I. bezeichncten Mikroorganismus wurdc 



( ) erne wissenschaftiiche Beschreibung 

(X ) cine vorgeschlagene taxonomischc Bczeichnung 

cingcrcichL 

(Zutreffendcs ankreuzen). 



III. EINGANG UND ANNAHME 



Diese Internationale Hinterlcgungsstellc nimmt den untcr I bczeichneten Mikroorganismus an, dcr bet ihr am 1998-01-28 (Datum der 
Ersthmteriegung) 1 eingegangen isL 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Dcr untcr I bczcichnetc Mikroorganismus ist bei dieser InteraationaJen HmteriegungssteUe am eingegangen (Datum der Erst- 
hintcrkgung) und ein An crag auf Umwandlung dieser Ersthinieriegung in erne Himerlegung gemafl Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGAN1SMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascfaeroder Weg lb 
DO 8 1 24 Braunschweig 


Unterschrift(en) der zur Vcrtrctung der internationaJen Hinterlcgungsstelle 
befugten Person(en) odcr des (der) von ihr ermachtigtcn Bedienstetcn: 

Datum. 1998-02-02 



' Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrirTL ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status ciner intemationaien Hinterlcgungsstellc crworben worden isL 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Consortium fur elektro- 
chemische Industrie GmbH 
Zielstattstr . 2 0 



813 79 Munchen 



EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHTNTERLEGLJNG, 
ausgestellt gcmafl Regcl 7.1 von dcr untcn angegebenen 
INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugetciltcs Bczugszeichen: 
TV-1 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteiite EINGANGSNUMMER: 

DSM 11523 



II. W1SSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BE2EICHNUNG 



Mit dcm untcr I. bezeichneten Mikroorganismus wurde 

( ) cine wtssenschaftJiche Bcschiribung 

(X ) erne vorgcschiagcnc taxonomische Bezeichnung 

eingereichL 

(Zutreffendes ankreuzen). 



IB. FJNGANG UNO ANNAHME 



Diese intcmationaJc Hinterlcgungsstelle nimmt den untcr 1 bezeichneten Mikroorganismus an, dcr bci ihr am 1997-04-25 (Datum der 
Ersthinteriegung) 1 eingegangen isL 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der untcr I bezetchnetc Mikroorganismus ist bci dieser Intemationalen Hinterlcgungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hinterlegung) und etn Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinteriegung in eine Hinteriegung gemafi Budapestcr Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) dcr zur Vertretung der intemationalen Hinterlcgungsstelle 
befugten Person(cn) odcr des (dcr) von ihr ermachtigten Bcdienstctcn: 



Datum: 1997-04-29 



1 Falls Regcl 6.4 Buchstabc d zutriffl, ist dies der Zettpunkt, zu dcm dcr Status cincr intemationalen Hinterlcgungsstelle crworben worden isL 
Formblaa DSMZ-BP/4 (einzige Scite) 0196 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Consortium fur elektro- 
chemische Industrie GmbH 
Zielstattstr. 20 



O X _> / -7 1\1 LL1 1 1 1 cz 1 1 


I cprvrcr a ut/*v cii core/mm n^t r\.is- 

LfcB ENS r ArQGK£lT5 B tSCHEINIGUNG 

ausgestcHt gemafi Regel 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONAL EN HINTERLEGUNGSSTB .1 F 


L HTNTERLEGER 


II. KENNZETCHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


N«mc: Consortium fur elektro- 

chemische Industrie GmbH 
Anschnft: Zielstattstr . 20 


Von der INTERN ATI ON AJLEN HJNTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 11523 


813 79 Munchen 


Datum der Hmteriegung oder Weiteriertung': 
1997-04-25 


ill. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEIN1GUNG 


Die Lebensfahigkeit des unter II genannten Mikroorganismus isi am 1997 
Zu diesem Zeitptmkt war der Mikroorganismus 


- 04 - 2 5 2 gepruft worden. 


(X) J kebensfahig 

( ) 3 nichr mchr lebensfahig 




IV. BEDINGUNGEN. UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 4 




V. INTERNATIONAJLE HTNTERLEGUNGSSTFI I F 


Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschriftyen) der zur Veraetung der international en Hinteiiegungsstelle 
berugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bcdiensteten: 


Anschnft: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Datum: 1997-04-29 



Angabe des Datums der Ersthintertcgung. Wenn eine emeute Hinterlegung oder eine Weherleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums 
der jeweits letrten emeu ten Hinterlegung oder Weitericitung. 

In den in Regel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgeschenen Fallen Angabe der letzten Lebensfahigkeitsprufung. 
Zutreffendes ankreuzen. 

Ausfttlien, wenn die Angaben beantragt worden smd und wenn die Ergebnisse der Prufung negativ waren. 
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Patentanspriiche : 

1- DNS-Sequenz, die fur ein Protein mit Enzymakt ivitat der O- 
rotsaure- Phosphor ibosyl transferase (pyrF-Akt ivitat ) kodiert , 
dadurch gekennzeichnet, daft sie die DNS-Sequenz SEQ ID NO:l 
ab Position 1133 bis einschlieftlich Position 1877 umfaftt o- 
der 

die DNS-Sequenz SEQ ID NO : 2 ab Position 1 bis einschlieftlich 
Position 684 umfaftt oder 

eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie groBer als 60 % 
zu den genannten Bereichen der DNS-Sequenz SEQ ID NO:l, oder 
SEQ ID NO: 2 umfasst. 

2. Protein mit pyr F-Aktivitat dadurch gekennzeichnet, daft es 
die Aminosaure-Sequenz SEQ ID NO: 3 umfaftt oder eine Amino- 
saure-Sequenz mit einer Sequenzhomologie grofter als 60 % zu 
der Aminosauresequenz SEQ ID NO: 3. 

3. Expressionsvektor dadurch gekennzeichnet, daft er eine DNS- 
Sequenz gemaft Anspruch 1 umfaftt. 

4. Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, daft er einen Ex- 
pressionsvektor gemaft Anspruch 3 enthalt . 

5. Verfahren zur Herstellung von Pilzstammen, die zur effizien- 
ten Expression und Sekretion von Proteinen befahigt sind, 
bei dem ein Pilzstamm mit einem auxotrophen Gendefekt als 
Wirtsstamm mittels an sich bekannter Verf ahrensschritte mit 
einem Expressionsvektor, der ein Gen zur Komplementat ion des 
auxotrophen Gendefekts im Wirtsstamm besitzt, in einem 
Transf ormationsansat z t ransf ormiert wird und aus dem Trans- 

f ormationsansatz mit dem Expressionsvektor transf ormierte 
Klone durch Selektion auf Komplementat ion des auxotrophen 
Gendefekts ausgewahlt werden, wobei die Expression des Gens 
zur Komplementation des auxotrophen Gendefekts im Wirtsstamm 
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durch em genetisches Regular ionselement kontrolliert wird, 
das im Wirtsstamm aktiv ist, dadurch gekennzeichnet, daft als 
Wirtsstamm ein Ur idin-auxor ropher Pilz ausgewahlt aus den 
Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus mit einem Gende- 
5 fekt im pyrF Gen eingesetzt wird. 

6. Expressionssystem umfafiend einen Wirtsstamm ausgewahlt aus 
den Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus mit einem ge- 
netischen Defekt im Stof fwechselmetabolismus aufgrund dessen 

10 der fur das Wachstum essentielle Stof f wechselmetabolit Uri- 

din nicht mehr syntheti siert werden kann und der Wirtsstamm 
auf Minimalmedien ohne Zusatz dieses Stof f wechselmetaboliten 
nicht mehr zum Wachstum befahigt ist sowie einen Expressi- 
onsvektor enthaltend ein Selekt ionsmar kergen, welches den 

15 auxotrophen Gendefekt des Wirtsstammes komplement iert , da- 

durch gekennzeichnet , daft der Wirtsstamm als genetischen De- 
fekt im Stof fwechselmetabolismus einen Defekt im pyrF Gen 
besitzt, und das Selektionsmarkergen, das pyrF Gen aus einem 
Pilz der Klasse der Basidiomyceten ist. 

20 

7. Verfahren zur Herstellung eines Proteins, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ ein Expressionssystem gemaJi Anspruch 6 enthal- 
tend ein das Protein kodierendes Gen in an sich bekannten 
Weise zur Proteinproduktion eingesetzt wird oder daft ein 

25 Mikroorganismus gemaft Anspruch 5 enthaltend ein das Protein 

kodierendes Gen oder ein Pilzstamm hergestellt nach einem 
Verfahren gemaft Anspruch 4 enthaltend ein das Protein kodie- 
rendes Gen in an sich bekannter Art und Weise kultiviert 
wird und das Protein aus der Kultur gewonnen wird. 
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1/2 



— ■ — ■ v 

JQ. 



Sph 1(1) 



-TV-Gapdh Promoter 



pTVgap 

3709 bp 



£spLU11I(978) 
Sph I (1 020) 



EcoRl (1061) 



pUC19 



WO 01/07620 



PCT/EP00/06091 



2/2 



Sph 1(1) 




EcoR I (2643) 
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15 



20 



SEQUENZPROTOKOLL 

< 1 1 0 > Consoriium f r elekirochemiscne Industrie GnbH 
<12U> oyrF Gen una seine Verwendung 
<130 - Co9904 



<140:- 
10 <141> 



<160> 7 

<170/- Patent In Vers. 2.C 

<21C» 1 

<211-> 34 4 8 

<212> Dann 

<213> Trametes versicolor 
<22C> 

<221*' gene 

<222> ( 1133) . . (1377) 



25 <220> 

<221> promoter 
<222> (i; . . (1132) 

<220> 
30 <221> 3'UTF. 

<222^> (1878 ) . . (3448) 

<220 > 

<221> intron 
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<222> (1226 


) . . (1286) 














<400> 1 
gatctcgagt 


aggatggaga 


aeggtat aac 


gatgecagag 


atgataggtg 


tecageggra 


60 


40 


gttgggaacg 


aggctgt eta 


ggtcggcgtt 


ettgtegteg 


gteggecaga 


ggtacgattt 


120 




gaggcgagag 


tatagagata 


t- r~» <— ^ H 


tgtgacgtca 


t_ eggacgagt 


t accct cege 


180 


45 


ggtatgtt gt 


gtactgtcca 


ccttctccgg 


gtcagacggg 


tgtgatgtac 


t gcgtccggg 


24 0 


ttggagcgt c 


aggaaaagcg 


cagacaggct 


gaagagtccc 


attccgccgc 


agaaggrgt g 


300 




cgagggggaa 


agtgccagtg 


ragcagt gag 


gcgtgcctac 


gatatgagac 


ggacatggtc 


360 


50 


agtatctat g 


cccggt caag 


gt cgccgcac 


agacct cact 


gtaacct cat 


ggcaatgtcg 


4 20 




cggatgcaca 


aagcaggtag 


agatgtt caa 


atggggcacg 


gagegggt eg 


t ccggagcgc 


4 80 


55 


tctccctcgg 


etctttgeaa 


ggcagctggc 


ggat gtt tgg 


tcagttgagg 


tactgeat cc 


54 0 


cttgcaatag 


cgaaaacagc 


tcaccagacg 


tgagtatatg 


ctgtatacgg 


gagaaggaag 


600 




cggaacaccg 


tgagtggaag 


agatgaagtg 


gttatgaata 


catcccggtg 


gaggttgagt 


660 


60 


ctaacagcgt 


cggatctcgc 


tgcgttccgg 


ageagaggee 


eggtacgage 


geeggt gtct 


720 
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gctcgtgttc cggzacgccg targ:tcgta aatcaccttt agaaaacttg aataagtgaq 78 0 

agaagatacg aaacgtcagt ctgcac :ta: g laqatazqz aaaaatcgca aaaacatagc 840 

5 

gttgacgcLd caaaaaagaa aaggacaaaa tgaccac:g: aggggrcgaa cctgcaatct 90".! 

cctgatccct aggtttgaac gttcatcac: r:aattcgta gzcagacgcg atgccatttc 960 

10 gccaggcggc :gctagaaac gaaactacia cgzzzaaacz cgggtataac acagccragt 1C20 

attccgtg eg ggccgcgrcg ccga:aag:t z jzzztcqtq aaccctcttc cc:ctcctgc 1080 

atct cgatrc tcga:ct:ca tcgccgcga z garc:ct:c: tt :ccac:ca c:aigtcgct 2140 

15 

cgaaaaatac :agacagagc r catcgagca cggcatgac: g::ggrgcgc tcaagttcgg 11' 00 

gaccttcacc :tcaaatcag gccggt zcqz cccczcczza gqzzq-zgcqz cgctctccc: 1260 

20 gtgaacgctc :ctcacc ccg cgcaggacct cgccctact: cttcaacgc: ggcctgctcg 1220 

cgtccgggcc :gtgctcgac acgctgtgcr ccgcgtacg: eg :gacgat z gcgcgcgcgr 1230 

teaaggegtc gcccgggctg cccgcgttcg aegtgetett cgggcccgcg tacaagggca 1440 

25 

tcccgttcgc ggeggggace gcgctgctg: tgcaccgcga ccacggcatc a^egtegggt 1500 

tegegtaega cegcaaggag gegaaggate atggggaggg egggatae" gtgggcgcgc 1560 

30 cggtgagggg caagegegtg crggrgctgg aegazgrege gaeggeggge acggcgatcc 1620 

gecaggegat tgagactgtg acgaaggagg ggggcgaggt cgitggcgcg gtgtrgatgc 1680 

tegareggea ggaggtgggc aaggagggga agagcacget tgzggaggtg gaggegctgt 1*7 40 

35 

tgggcgggaa gggacgtgtg ccgacgatcc tgaggatgaa ggacctcatg aagtggttgc 1800 

aggagcaegg ceggaeggag gagcttgega agatgeaaga gractgggag cagtaeggeg I8 60 

40 cgaaggaaag cgaatgagaa gacacgaagg cagttgtgta ctaggtgagt aacaccacgc 1920 

tacatcgatc catccactaa acccatgcag atgaagaccc actgtacaat treteggtae 1930 

ctgtcacgtt gaacgcaaag agecgaaga: gtgagagna 2 a:atgccat: carcccgaia 2040 

45 

tatagcacaa gaacargtag taatagaa:: tgcagaaaca :aaag:atga t:agcaagac 2101: 

tccatgggca crgagttatg atgaactaa: cgctatcacc aaaaaca ccg cccttartcg 2160 

50 cccaa:cgac gacccgaac: ccagttata: cctcccaca: cger egcage agcagcagca 2220 

gcagcctgct ccctga :cct ccgtgggggc acaacatgea :g:ccccac: gaeattcgea 2230 

acgcccccga ccccac:cg: cgcgccccca ctagcagac: :cccgaa:ca cccgcgcagc 2340 

55 

cacgccggcg ccgtacctgc agccctgagc gagccggtgt caaagacagt ccaccaccag 2400 

aggtggccga cgacagcccc agagatgetg atggcagcgg cgccggggcc geccatgagg 2460 

60 aggtccatgc cgacgagcat gtagggaagg tagatgaegg ggaaggtgat gageccgaag 2520 
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s h rr t a f t ~ 


aaoacccaciq 


tacqqcaaac 


cgggaggaga 


cgt aggtgag 


cgegaggagg 


2580 




tgtg^acaaa 


ggt gccgagg 


ggaatgt tga 


ggccccggtg 


tgaggcgggt 


2 64 0 


L, O ^ ^ ^ CJ. V-A ^ 


at cagagq c g 


ggatgatact 


att ggacgt a 


cgaggat age 


aagtcctgcg 


27 0 0 


s n r t n P Q T 




aictqaaaaa 


cggcggggga 


agtgtgt ct c 


ttctagctca 


2 7*50 


l_ L u u a U L- L — ^— 


gac i.agtt~ c 


aagtgtacgg 


t cct cagt at 


cat catgtat 


tgcaacagt g 


2 e 2 0 


L.L CI ^ a ( — ^.a ^ 


tagagcatco 


caaggt cgaa 


gatgaagt t g 


atccccgagc 


ctataaagac 


288C 




ccgacatggc 


atgtagtcag 


acaagattga 


gtaegcaett 


cccaagaaga 


2 94 0 


anrt C CI t S .5 3 


cactctccag 


at ct acat t a 


agacgtgagt 


atcgcatacc 


ttctcagtgc 


3 0 00 


Ctqactta t C 


ittcatccaa 


ctacagaga z 


agaaacccac 


ct caaactt c 


tgegtaaega 


3060 


Ci ^ w <^ \ L, L~ ^ ' * 


aaaaacoac z 


ttgtat att g 


gcaagattt g 


caggagcact 


ggcaaggtga 


312 0 


CGQcgaga Z3. 


qqaqqcgca t 


agaaaccgag 


tgactggagg 


gatt ttgega 


atctcatcca 


3160 


tgaaagacat 


cttgaggaga 


ctggaggtga 


gtagagcgat 


agaagt a cag 


caggcagagc 


i ° j c 


agagacgacg 


gcagaat gt g 


gggaagaaca 


agcaggagga 


ggagt agagt 


gattttgaag 


330 0 


taatgaaaag 


tggcgcaacc 


taat gcaaag 


tgtatgaggg 


acatccgtgg 


acataaagra 


3360 


ttccgcaccr 


cgggcaagac 


attcaatctc 


agtaat gcac 


ttcactttcg 


gagt t caact 


3420 


tcaaactcga 


cr ttgaaact 


tgagat cc 








3448 



10 



15 



20 



25 



30 



35 <210> 2 

<2I1> 684 

<212> Dann 

<213> Trametes versicolor 

40 <220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (68 4 ) 

<400> 2 

45 atg teg etc gaa aaa tac cag aca gag etc ate gag cac ggc atg ace 

Met Ser Leu Glu Lys Tyr Gin Thr Glu Leu lie Giu His Gly Met Thr 
1 5 10 15 

gec ggt gcg etc aag ttc ggg ace ttc ace etc aaa tea ggc egg ace 
50 Ala Gly Ala Leu Lys Phe Gly Thr Phe Thr Leu Lys Ser Gly Arg Thr 

20 ~ 25 30 

teg ccc tac ttc ttc aac gee ggc ctg etc gcg tec ggg ccc gtg etc 
Ser Pro Tyr Phe Phe Asn Ala Gly Leu Leu Ala Ser Gly Pro Val Leu 
55 35 40 45 

gac acg ctg tgc tec gcg tac gee gcg acg ate gcg cgc gcg etc aag 

Asp Thr Leu Cys Ser Ala Tyr Ala Ala Thr lie Ala Arg Ala Leu Lys 
50 " 55 60 

60 



48 



96 



144 



192 
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20 



40 



45 



50 



gcg teg ccc ggg erg ccc gcg tt: gac gtg etc ttc ggg ccc gcg tac 
Ala Ser Pro Gly Leu Pro Ala Phe Asp Va 1 Leu Phe Giy Pro Ala Tyr 
fi5 70 75 80 



cat ggg gag ggc ggc ata err gtg ggc gcg ccg grg agg ggr aag cgc 
His Gly Giu Gly Giy lie Leu Vai Giy Ala Pro Val Arg Gly Lys Arg 
15 ' 115 ^ 120 125 



gcg at: gag act erg acg aag gag ggg ggr gag gtc gtr ggr gcg gtg 
A^a lie Giu Thr Val Thr Lys Glu Gly Gly Glu Val Val Gly Ala Val 
145 150 155 160 



gcg gag gtg gag gcg erg ttg ggc ggg aag gga cgr gtg ccg acg ate 
30 Ala Glu Val Giu Ala Leu Leu Gly Gly Lys Gly Arg Val Pro Thr lie 
180 185 190 



gaa age gaa tga 
Giu Ser Giu 
° ° 5 



•:210> 3 
<211> 221 
<212> PRT 

<213> Trametes versicolor 



<400> 3 

Met Ser Leu Glu Lys Tyr Gin Thr Glu Leu lie Glu His Gly Met Thr 
15 10 15 

55 Ala Gly Ala Leu Lys Phe Gly Thr Phe Thr Leu Lys Ser Gly Arg Thr 
20 25 30 

Ser Pro Tyr Phe Phe Asn Ala Gly Leu Leu Ala Ser Giy Pro Val Leu 
35 40 45 

60 



M0 



5 aag gg z arc ccg ttc gcg gcg ggg acc gcg etg ctg ctg car cgc gac 28'-' 

Lvs Gly lie Pro Phe Ala Ala Gly Thr Ala Leu Leu Leu Hie Arg Asp 
8: 9: 95 

cae ggc ate arc gtc ggg ttc gcg tac gac zq-z aag gag gcg aag gat 336 

10 His Gly lie Thr Val Giy Phe Ala Tyr Aso Arg Lys Giu Ala Lys Asp 

100 105 110 



38-; 



grg ctg gtg erg gac gac gtc gcg acg gcg ggc acg gcg ate cgc cag 43. 
Val Leu Val Leu Aso Asp Val Ala Thr Ala Giy Thr Ala lie Arg Gin 
130 135 140 



180 



25 ttc ate etc gat egg cag gag gtg ggc aag gag ggg aag age acg ctt 528 
Leu Met Leu Aso Arc Gin Glu Val Giy Lys Glu Giy Lys Ser Thr Leu 
165 170 175 



576 



ctg agg atg aag gac etc atg aag tgg ttg cag gag cae ggc egg acg 624 

Leu Arc Met Lys Asp Leu Met Lys Trp> Leu Gin Glu His Giy Arg Thr 

35 195 200 205 

gag gag ctt gcg aag atg caa gag tac tgg gag cag tac ggc gcg aag 672 

Glu Glu Leu Ala Lys Met Gin Glu Tyr Trp Glu Gin Tyr Giy Ala Lys 

210 215 220 



684 
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Asr^ Thr Leu Cvs Ser Ala Tyr Ala Ala Thr lie Ala Arg Ala Leu Lys 

50 " 55 63 

Ala Ser Pro Giv Leu Pro Ala Phe Asp Val Leu Phe Gly Pro Ala Tyr 

5 6! ^ 70 7 5 80 

Lys Giy lie Pro Phe Ala Ala Gly Thr Ala Leu Leu Leu His Arg Asp 

8 5 90 95 

10 His Gly He Thr Val Gly Phe Ala Tyr Asp Arg Lys Glu Ala Lys Asp 

100 105 1IC 

His Gly Glu Gly Gly He Leu Val Gly Ala Pro Val Arg Gly Lys Arg 

115 120 125 

Val Leu Val Leu Asp Asp Val Ala Thr Ala Gly Thr Ala He Arg Gin 

130 135 140 



15 



Ala He Glu Thr Val Thr Lys Glu Gly Gly Glu Val Val 31 y Ala Val 

20 145 150 155 160 

Leu Met Leu Aso Arg Gin Glu Val Gly Lys Glu Gly Lys Ser Thr Leu 
165 170 175 

25 Ala Glu Val Glu Ala Leu Leu Gly Gly Lys Sly Arg Val Pro Thr He 

180 185 190 

Leu Ara Met Lys Asp Leu Met Lys Trp Leu Gin Glu His Sly Arg Thr 

195 ' 200 205 



30 



45 



Glu Glu Leu Ala Lys Met Gin Glu Tyr Trp Glu Gin Tyr Gly Ala Lys 
210 215 220 



Glu Ser Glu 
35 225 



<210> 4 

<2il> 2 6 

40 <212> Dann 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz : PrimerA 



<220 
<221 
<222>> ( 1 ) . . (26) 



> p>rimer_bind 



50 <220> 

<221> primer_binci 

<222 > (1) . . (26) 

<223 > n = i 

55 <400> A 

ttyggnccng cntayaargg nathec 26 

<210> 5 

60 <211> 23 



5 



WO 01/07620 



PCT/EP00/06091 



<2i2:> Dann 

<213> Artificial Sequence 



<22';- 

<22_- 



Die Beschreibung von Knsi liche Sequenz : PrimerB 



10 



15 



<220 
<2 21 
<222 



> primer_bind 

> Corr.oiement ( ( 1 ) . . { 25 ) ) 



<220> 

<221> primer_bind 

<222> Complement ((!).. (23) ) 

<223> n = i 

<4 00> 5 

t cnccnccy: cnccrtgrtc yet 



23 



20 <210> 6 
<211> 35 
< 2 1 2 > Dann 

<213> Arrificial Sequence 
25 < 2 2 0 > 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz : PyF-1 
<220> 

<221> misc_feature 
30 <222> (1) . . (35) 

<400> 6 

ctagacatgt cgctcgaaaa ataccagaca gagct 35 

35 

<210> 7 
<211> 35 
<212> Dann 

<213> Artificial Sequence 

40 

<220> 

<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz : PyF-2 
<220> 

45 <22i> misc_feature 

<222> Complement ( (1) (35) ) 



50 



<400> 7 

ctgtctggta tttttcgagc gacatgtcta gagct 35 
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H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
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Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. G3 Die Behorde hat fcstgcstcllt, daB das Erfordcrnis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

IS aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

IS alle Teile. 
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□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-7 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-7 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-7 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V: 

Die vorliegende Anmeldung basiert auf einem Analogverfahren, namiich der 
Verwendung eines pyrF Gens aus Trametes zur Transformation und 
Proteinproduktion in Uridin-auxotrophen Basidiocymetenstammen. 
Der nachstliegende Stand der Technik, der im Recherchenbericht zitiert ist, wird 
durch D1 (RASMUSSEN JACK B ET AL: 'The PYR1 gene of the plant pathogenic 
fungus Colletotrichum graminicola: Selection by intraspecific complementation 
and sequence analysis." MOLECULAR & GENERAL GENETICS, Bd. 235, Nr. 1, 
1992, Seiten 74-80, XP002151888 ISSN: 0026-8925) reprasentiert, wo eben 
dieses Verfahren in Colletotrichum graminicola beschrieben ist und auf die 
Verwendbarkeit in anderen Fungi hingewiesen wird. 

Es ist fur den Fachmann weiter selbstverstandlich, dass er bei einer analogen 
Ubertragung dieses Systems auf einen anderen Organismus bevorzugt, die 
diesem Organismus eigenen Gene verwenden wurde. 

Einem Analogverfahren (und den dafur verwendeten Produkten) muB in der Regel 
eine erfinderische Tatigkeit abgesprochen werden, es sei denn dieses Verfahren 
fuhrt zu uberraschenden Ergebnissen. Dies scheint in der vorliegenden 
Anmeldung nicht der Fall zu sein. 

Alternativ konnte einem (Analog-) Verfahren eine erfinderische Tatigkeit zuerkannt 
werden, wenn dessen Verwendung ein Vorurteil entgegensteht. 
Auch dies scheint im vorliegenden Fall nicht zuzutreffen. 

Somit konnen den Anspruchen gegenwartig keine erfinderische Tatigkeit 
zuerkannt werden. 

Das in D1 beschriebene Gen hat sogar eine Homologie, die groBer als 60%. 

Die Anmelderin hat versucht die Produktanspruche formell neu zu machen, indem 

die Homologie auf 70% erhoht wurde. 

Neben der generellen Verneinung der erfinderischen Tatigkeit aus den oben 
genannten Grunden, besteht aber zudem bei den Produktanspruchen noch ein 
Uberlappungsbereich mit solchen Produkten, die ohne erfinderisches Bemuhen 
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mit dem in D1 beschriebenen Produkten isoliert werden konnen, d.h. die 
Produktanspriiche sind nicht einmal auf das (angeblich erfinderische) pyrF Gen 
aus Basidomyceten beschrankt sondern umfassen Gene die aus vollig anderen 
Organismen stammen konnen und somit genauso leicht mit dem in D1 
beschriebenen Gen als Sonde isoliert werden konnen. 

Zu Punkt IV: 

Aus den oben genannten Grunden, sind das Protein gemaB Anspruch 2 und die 
aligemeine Verwendung des pyrF-Gens gemaB Anspruchen 5 bis 7 sind nicht 
durch ein gemeinsames erfinderisches Konzept miteinander verbunden, denn sie 
haben weder ein gemeinsames Strukturmerkmal, noch losen sie ein 
gemeinsames Problem. 
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Paten tansprxiche : 

1. DNS-Sequenz, die fur ein Protein mit Enzymaktivitat der O- 
rotsaure- Phosphor ibosyl transferase (pyrF-Aktivitat ) kodiert, 
dadurch gekennzeichnet, dafl sie die DNS-Sequenz SEQ ID NO : 1 
ab Position 1133 bis einschliefllich Position 1877 umfaflt o- 
der 

die DNS-Sequenz SEQ ID NO: 2 ab Position 1 bis einschliefllich 
Position 684 umfaflt oder 

eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie grofler als 70 % 
zu den genannten Bereichen der DNS-Sequenz SEQ ID NO:l, oder 
SEQ ID NO:2 umfasst. 

2. Protein mit pyrF-Aktivitat dadurch gekennzeichnet , daft es 
die Aminosaure-Sequenz SEQ ID NO: 3 umfaflt oder eine Amino- 
saure-Sequenz mit einer Sequenzhomologie grofler als 70 % zu 
der Aminosauresequenz SEQ ID NO: 3. 
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